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One Call. One Source. 
A World of Biomedical Products.

ICN Pharmaceuticals, Inc. powstała w  1960 roku. 
Główna siedziba firm y znajduje się w Costa Mesa, 

Kalifornia, USA. Jeden z jej działów to 
ICN Biomedicals.lstnieje 20 przedstawicielstw 

na wszystkich kontynentach, w tym  
utworzone na początku tego roku 

przedstawicielstwo w Polsce. 
ICN Biomedicals w swojej ofercie 

posiada szeroki wachlarz odczynników 
biomedycznych, które podzielono 

według następujących dziedzin:

Cell Biology
Media hodowlane i bakteriologiczne, surowice, 
antybiotyki, cytokiny i czynniki wzrostu oraz zesta
wy do ich oznaczania, a także linie komórkowe.

Immunobiologicals
Odczynniki Cappel", przeciwciała monoklonalne 
i poliklonalne, wysokiej czystości antygeny, pro
dukty do immunoblotingu, immunoprecypitacji, 
RIA, EIA, ELISA, odczynniki do badania nowo
tworów i onkogenów.

Molecular Biology 
& Radiochemicals
Odczynniki do izolacji, oczyszczania i analizy kwa
sów nukleinowych, odczynniki do reakcji POR, 
enzymy restrykcyjne, zestawy do chemiluminescen- 
cji i bioluminescencji, odczynniki do elektroforezy.

Neuroscience
Adenozydy, agonistyczne i antagonistyczne czynniki 
adrenergiczne, cholinergiczne, dopaminergiczne, 
aminy biogenne i zestawy ELISA do ich oznaczania, 
inhibitory enzymów, modulatory kanałów jonowych, 
przeciwciała i czynniki do badania sygnału 
transdukcji.
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ARTYKUŁY

Rodzina genów stresu hsp70 ssaków 

Mammalian hsp70 stress gene family

K A T A R Z Y N A  L I S O W S K A 1, 
Z D Z I S Ł A W  K R A W C Z Y K 2

Spis treści:

I. Wstęp
II. Konserwatyzm ewolucyjny genów białek szoku termicz

nego rodziny hsp70
III. Struktura białek rodziny HSP70
IV. Oddziaływania białek HSP70 z białkami pomocniczymi
V. Przegląd właściwości genów i białek rodziny hsp70 

ssaków
V -l. Geny hsp70i 
V-2. Gen hsc70 
V-3. Gen grp78
V-4. Gen pbp74/m ot(2)/m thsp75  
V-5. Gen hst70i hsp70.2/H SP A 2 
V-6. Gen hsc70t 
V-7. Inne

VI. Uwagi końcowe

Wykaz stosowanych skrótów: aa — aminokwas(y); kDa 
tys. Daltonów; koniec C - koniec karboksylowy białka; 

koniec N — koniec aminowy białka; kpz — tys. par zasad; 
M H C  (ang. major histocompatibility complex), główny 
kompleks zgodności tkankowej; nt — nukleotyd(y); pz 

para zasad; UTR fragment jednostki transkrypcji 
nieulegający translacji.

I. Wstęp

N a z w a  b ia łk a  sz o k u  te rm icz n eg o  (ang. heat shock  
p ro te in s , H S P )  z o s ta ła  p ie rw o tn ie  n a d a n a  k i lku  b ia ł 
k o m  sy n te z o w a n y m  w y b ió rcz o  i z d u ż ą  w y d a jn o śc ią  
w k o m ó r k a c h  m u sz k i  ow o co w e j  w te m p e r a tu rz e  od  
k i lk u  d o  k i lk u n a s tu  s to p n i  wyższej (szok te rm iczny )  od 
f izjologicznej [1 ] .  R e ak c ja  k o m ó r e k  n a  szok te rm icz n y  
p rze ja w ia ją c a  się syn tezą  p o d o b n e g o  z e s ta w u  bia łek  
H S P  ja k  w p r z y p a d k u  m u sz k i  o w ocow ej  je s t  z jaw is 
k iem  un iw ersa ln y m .  O b s e rw u je  się j ą  z a r ó w n o  u o r 
g a n iz m ó w  m ezofilnych  ja k  i tak ich ,  k tó r e  żyją w g o rą -

1 Dr, 2 doc. dr hab.. Zakład Biologii Molekularnej,  Cent
rum Onkologii — Instytut im. Marii Skłodowskiej-Curie 
44-100 Gliwice, ul. Wybrzeże AK 15
e-mail: Katarzyna Lisowska -  kasial(a onkol.instonko.gli- 
wicc.pl; Zdzisław Krawczyk — k r a w c z y k a  onkol.inston- 
ko.gliwice.pl

Contents:

I. Introduction
II. Evolutionary stability of the hsp70 genes proteins
III. Structure of the HSP70 proteins
IV. Interaction of HSP70 with helper proteins
V. General properties of the mammalian hsp70 genes and 

their proteins
V -l. hsp70i genes 
V-2. hsc70 gene 
V-3. grp78 gene
V-4. pbp74¡m otl(2 ) mthsp75 gene 
V-5. hst70 hsp70.2 H SP A 2 gene 
V-6. hsc70t gene 
V-7. Others

VI. Concluding remarks

cych ź ró d ła c h  b ą d ź  z a s ie d la ją  w o d y  lo d o w c o w e ,  jeśli 
t e m p e r a t u r a  ś r o d o w is k a  w zro śn ie  pow yżej t e m p e r a t u 
ry fizjologicznej d la  d a n e g o  g a tu n k u .

Szok  te rm icz n y  jes t  ty lk o  j e d n y m  z wielu b o d ź c ó w  
(tzw. cz y n n ik ó w  s tre su jąc y ch  lub  s treso ró w )  a k t y w u j ą 
cych geny hsp  [2 ] ,  In n y c h  c z y n n ik ó w  s tresu jących ,  
z a r ó w n o  fizycznych j a k  i chem icznych ,  eg z o g en n y c h  
j a k  i e n d o g e n n y c h  p o z n a n o  tak  wiele, że z a p r z e s ta n o  
ich k a ta lo g o w a n ia .  W łaśc iw o śc ią  wielu s t r e s o ró w  jest 
p o ś re d n ie  lub  b e z p o ś re d n ie  u s z k a d z a n ie  n a ty w n e j  
s t r u k tu r y  b ia łek  k o m ó r k o w y c h ;  p o tw ie rd z e n ie m  p o 
w yższego jes t  fakt,  że d o św ia d c z a ln ie  w y w o ła n a  a k u 
m u la c ja  z d e n a tu r o w a n y c h  bia łek  is to tn ie  in d u k u je  
ekspres ję  wielu g e n ó w  hsp  [3, 4],

N a z w a  geny sz o k u  te rm ic z n e g o  u ż y w a n a  je s t  n a  
ogó ł w d w ó c h  zn a cz en iach .  W  zn aczen iu  w ęższym  
o d n o s i  się d o  genów , k tó r y c h  t r a n s k r y p c ja  i n d u k o w a 
n a  jes t  p rzez  b o d źc e  s t resu jące  (w tym  szok  te rm icz n y )  
p o p rz e z  o d d z ia ły w a n ie  cz y n n ik a  t r a n sk ry p c j i  H S F  
(ang. heat s h o c k fa c to r ) z sekw enc ją  r e g u la to r o w ą  H S E  
(ang. heat shock e le m e n t ) (p rzeg ląd  w: [5]). S to s o w a n a  
w zn a cz en iu  szerszym , n az w a  ta  o b e jm u je  z a r ó w n o  
geny in d u k o w a ln e  te rm icz n ie  j a k  i geny  p o k r e w n e  
(geny hsc, ang. heat shock cogna te ), k tó r e  k o d u ją  b ia łk a  
o sekw encji  a a  zb liżone j d o  sekwencji  n ie k tó ry c h  
białek H S P . G e n y  p o k re w n e  są t r a n s k r y b o w a n e  w te m 

POSTĘPY B I O C H E M I I  4 4 ( 3 ) ,  1998 179http://rcin.org.pl



p e r a tu rz e  fizjologicznej, a  ich ek sp re s ja  nie zm ien ia  się 
p o d  w p ły w em  sz o k u  te rm icznego .  N ie k tó r e  z g e n ó w  
hsp  m o g ą  być j e d n a k  silnie p o b u d z a n e  przez wiele 
b o d ź c ó w  inn y c h  niż szok  te rm icz n y  [2 ] ,  t a k że  R o zd z ia ł  
V. Z e  w zg lędu  na  r ó ż n o r o d n o ś ć  b o d ź c ó w  in d u k u ją 
cych eksp res ję  g e n ó w  hsp  i g en ó w  p o k re w n y c h ,  co ra z  
częściej o k re ś la  się je  łą cz n ą  n a z w ą  g e n ó w  stresu  
k o m ó r k o w e g o .

(Tab. 1 [9]). P o n ie w a ż  p r o p o n o w a n e  n a z e w n ic tw o  nie 
je s t  jeszcze z a a k c e p to w a n e ,  w dalszej części p ra c y  
u ż y w a n e  b ą d ą  t ra d y c y jn e  n azw y  g e n ó w  hsp70.  N a j 
częściej s p o ty k a n e  w p iśm ienn ic tw ie  n az w y  o d p o w ia 
d a jąc y ch  sob ie  (o r to log icznych )  g en ó w  ro d z in y  hsp70  
cz łow ieka,  m yszy  i szczu ra  p r z e d s ta w io n o  w tabeli  2. 
W e d łu g  d o ść  p o w sze ch n ie  przyję tej k o n w en c j i  n az w y  
gen ó w  zap isu je  się k u r sy w ą  m a łym i l i teram i: hsp

Tabela 1.
P ro p o n o w a n e  nazew nic tw o  genó w 'b ia łe k  hsp70  cz łowieka u tw o rz o n e  w oparc iu  o nazwy loci poszczególnych genów  (wg [9],  zm o d y f ik o w an e] .  
H S o zn acz a  ak tyw ac ję  genu p o d  w pływem  hipertermii . N azw ę locus, genu i b ia łka  S T C H  u tw o rz o n o  zgodnie  z za sad am i  przyjętymi w [9],

sym bol
locus

lokalizacja
genu

p iśm ien 
nictwo

do tychczas  
sp o ty k a n e  nazwy 

genu

lokalizac ja
b ia łka

HS
p r o p o n o w a n a

nazw a
(białko/gen)

H S P 1 A 6 p 2 1.3 10, 11 H S P 7 0 .1 , 
H S X 7 0 ,  H SP 72 ,  
H S P 7 0

cytopl.
j ą d r o

tak HSP70-1 
HSP70-1 a

H S P A 1 B 6p21 .3 11 HSP70.2 cytopl. /
j ą d r o

tak HSP70/1
HSP70-1H

H S P A 1 L 6 p 2 1.3 11 H S P 7 0 -H p m , 9 — HSP70-1 L 
H S P 7 0 -1 1

H S P A 2 A 14q22 12 H SP 70 . 9 tak H S P 70 /2A
H SP70-2a

H S P A 2 B 14 q 2 4 .1 13 H S P  .42 9 H SP70-2B
H SP 70-2b

H S P A 4 5 q 3 1.1 14 H S P 7 0 R  Y 9 H SP70-4
H SP 70-4

H S P A 5 9q34 15, 16 BiP, G R P 78 E R H SP70-5
HSP70-5

H S P A 6 i q 17, 18 H SP 70.6
H S P 7 0 B '

9 tak H SP70-6
H SP 70-6

H S P A 7 i q 18. 19 H SP 70 .7
H S P 7 0 B

9 tak H SP70-7
H SP70-7

H S P A 8 11 q24 20, 21 H SC 70, H S C 7 3 cytopl. /
j ą d r o

H SP70-8
H SP70-8

H S P A 9 9 22, 23 G RP75. P BP 74 mitoch. — H SP70-9
H SP 70-9

H S P A 1 0 21q 11.1 24 S T C H E R O ? ) H SP 70-10
H SP 70-H )

U ssa k ó w  w y ró ż n ia  się n a  ogó ł  pięć g łó w n y ch  klas 
g e n ó w  stresu: hsplOO , hsp90 , hsp70 , hspóO i hsp25/27  
[ 6 ] ,  z k tó ry c h  najliczn ie jszą  je s t  r o d z in a  hsp70  [7, 8]. 
W  g e n o m a c h  s sa k ó w  w y k ry to  d o ty c h c z a s  po  10-12 
g e n ó w  hsp70,  k tó re  spe łn ia ją  k r y te r iu m  w za je m n e g o  
p o d o b ie ń s tw a  sekwencji  k o d u ją ce j  b ia łko ,  lecz m o g ą  
r ó ż n ić  się m e c h a n iz m e m  regulacji  ekspresji .  Je d y n ie  
k i lk a  g e n ó w  tej ro d z in y  to  geny in d u k o w a ln e  te rm ic z 
nie a  w iększość  to  tzw. geny  p o k r e w n e  (Tab. 1, 2).

W  celu  u p o r z ą d k o w a n ia  n a z e w n ic tw a  lu dzk ich  ge
n ó w  hsp70  z a p r o p o n o w a n o ,  ab y  ich n azw y  tw o rzy ć  
w o d n ie s ie n iu  d o  nazw  z a jm o w a n y c h  p rzez  nie loci

(dużym i w p r z y p a d k u  g e n ó w  ludzkich : H S P ),  zaś 
nazw y bia łek  —  d u ży m i l i teram i: H S P .  W y r ó ż n ik ie m  
b ia łk a  s zoku  te rm icz n eg o  jest je g o  p rz y b l iż o n a  w z g lę d 
na  m a sa  c z ą s te c z k o w a  (w y ra ż o n a  w k D a) ,  p r z y k ła d o 
wo —  H S P 70 .  G e n y  in d u k o w a ln e  te rm iczn ie  w y ró ż n ia  
się częs to  li terą  „i” (ang. inducihle),  np. hsp70i  (H S P 7 0 i ).

B ia łka  H S P 7 0  za liczane  są d o  tzw. b ia łek  o p ie k u ń 
czych (ang. chaperon p ro te in s ), u ła tw ia jąc y ch  in n y m  
b ia łk o m  k o m ó r k o w y m  p rz y jm o w a n ie  p ra w id ło w e j  
s t r u k tu r y  w yższego  rzędu  [40, 41, ta k że  R o z d z ia ł  V], 
W y sp ec ja l izo w an e  ro d za je  b ia łek  H S P 7 0  p e łn ią  f u n k 
cje o p ie k u ń c z e  n a  te ren ie  ró żn y c h  o rgane l l i  o r a z  na
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Tabela 2.
O d p o w ia d a ją c e  sobie (ortologiczne) geny rodziny  hsp70  człowieka, szczura i myszy (wg [8 ] ,  zmodyfikowane) .

geny H S P 7 0  
człowieka

piśm ien 
nictwo

geny hsp70  
szczura

piśm ien
nictwo

geny hsp70  
myszy

piśm ien
nictwo

H SP 70 .1b  
(H S P 7 0 -2 )

11 hsp70.1 25, 26, 27. 28 hsp70.1 33

HSP70.1a  
(H S P 7 0 -1 )

10 hsP70.2 27 hsp70.3 34

H S P 7 0 . l l  
(H S P 7 0 -H o m )

11 hsp70.3 27 hsc70t 35

H SP70 .2b  
(H S P A 2 )

13 list 70 29 hsp70.2 36

HSP70.5  
(G R P 7 8 )

15 grp78 30 grp78 37

H SP70.8  
(H S C 7 0 )

20 hsc70  
(hsc73)

31 hsc70 38

H S P A 9
(PBP74\ M tH S P 7 5 )

23, 22 grp75 32 mot-1, mot-2,  
pbp74

22. 39

p o w ie rz ch n i  b ło n  o rg a n e l la rn y c h  w s p ó łp ra c u ją c  z b i a 
łk a m i H S P  inn y c h  klas  i / lu b  z tzw. b ia łk a m i  p o m o c 
n iczym i ( rozdz ia ł  IV).

C e lem  niniejszej p racy  je s t  p rz e d s ta w ie n ie  z ło ż o n o 
ści ro d z in y  g en ó w  hsplO  s sa k ó w  o r a z  p o d a n ie  p o d 
s ta w o w y c h  in fo rm ac ji  o s t r u k tu r z e  i z ró ż n ico w an e j  
ekspres ji  g e n ó w  tej rodziny .  W iększość  in fo rm ac ji  
d o ty c zy  g e n ó w  ro d z in y  hsp70  cz łow ieka ,  m yszy  i szczu 
ra. Ze  w zg lędu  n a  z n a c z n ą  ilość p ra c  o ry g in a ln y c h  
d o ty c z ą c y c h  o m a w ia n y c h  z a g a d n ie ń  c y to w a n e  b ę d ą  
je d y n ie  w y b ra n e  p rac e  ź ró d ło w e  i p rzeg lądow e.

II. Konserwatyzm ewolucyjny genów/białek 
szoku termicznego rodziny hsp70

B ia łk a  ro d z in y  H S P 7 0  w y ró ż n ia ją  się s p o ś r ó d  b ia łek  
H S P  in n y c h  k las  n a jw ięk sz ą  s ta b i ln o śc ią  ew o lu c y jn ą  
i n a jw ięk sz y m  m ię d z y g a tu n k o w y m  p o d o b ie ń s tw e m .  
B ia łk a  H S P 7 0  n a jb a rd z ie j  od leg łych  ew o lucy jn ie  o r 
g a n iz m ó w  w y k a z u ją  nie m nie j niż 4 2 %  ho m o lo g i i .  Jest 
to  n a jw y ż sz a  w a r to ś ć  j a k ą  o t r z y m a n o  p o r ó w n u ją c  
r ó ż n e  k o n s e rw a ty w n e  b ia łka ,  co  w skazu je ,  że H S P 7 0  
są p r a w d o p o d o b n ie  najsilniej z a c h o w a w c z y m i e w o lu 
cy jn ie  s p o ś r ó d  z n a n y c h  b ia łek  w y s tę p u jąc y ch  u w szy s t
k ich  w sp ó łczesn y ch  g a tu n k ó w  [42],

N a  p o d s ta w ie  p o r ó w n a n ia  sekw encji a m in o k w a s o -  
wej w szys tk ich  z n a n y c h  b ia łek  H S P 7 0  z a p r o p o n o w a 
n o  m o d e l  ew oluc ji  tego  b ia łk a  i k o d u ją c e g o  je  g en u  
[42 ] .  W y jśc io w ą  fo rm ą  b ia łk a  H S P 7 0  był, j a k  się sądzi,  
p e p ty d  o d ługośc i  o k o ło  9-15 a m in o k w a s ó w .  P r a w 
d o p o d o b n ie  gen k o d u ją c y  ten  p ie rw o tn y  p e p ty d  z o s ta ł  
w ie lo k ro tn ie  pow ie lo n y ,  czego  o d b ic iem  je s t  o b e c n o ść  
p o w ta r z a ją c e g o  się d z ie w ię c io a m in o k w a s o w e g o  m o 
ty w u  w części N -k o ń c o w e j  w sp ó łc ze sn eg o  b ia łk a  
H S P 7 0 .  N a s t ę p n ie  w w y n ik u  d u p l ik a c j i  p o w s ta ła  
d w u p ła t o w a  d o m e n a  A T P - a z o w a  ty p o w a  d la  b ia łek

ro d z in y  H S P 7 0  ( rozdz ia ł  III). K o le jn y m  e ta p e m  e w o lu 
cji genu  hsp7() b y ło  p rzy łączen ie  sekwencji  D N A  
k o d u ją c y c h  reg ion  C  k o ń c a  b ia łk a  H S P 7 0  i z r ó ż 
n ic o w a n ie  reg io n u  p r o m o to r a .  W spó łczesne  b ia łk a  
H S P 7 0  m a ją  p o d o b n y  o g ó ln y  p la n  b u d o w y  u w szy s t
k ich  g a tu n k ó w  (rozdz ia ł  III, Ryc. 1).

G e n y  e u k a r io n tó w  tw o rz ą c e  w sp ó łczesn ą  ro d z in ę  
hsp70  p o w s ta ły  z w y jśc iow ego  genu  n a  d r o d z e  w ie lo 
k r o tn y c h  du p l ik ac j i  i da lszego  z ró ż n ic o w a n ia  s e k w e n 
cji ko d u jące j  i r eg io n u  p r o m o to r a .  K o m ó r k a  e u k a r i o 
ty c zn a  uzy sk a ła  d o d a t k o w e  geny  hsp70  p o p rz e z  z ja w i
sko  e n d o s y m b io z y ,  k tó r e  d o p r o w a d z i ło  d o  p o w s ta n ia

domena ATP-azowa
HSC70, HSP70

PBP74/ 
mtHSP70/mot

region
C-końcowy

18 kDa 10 kDa

sekwencje
adresowe

ł

GRP78

STCH

♦
KDEL

wstawka

Ryc. 1. Schem at  ilustru jący s t ru k tu rę  białek rodziny H S P 7 0  (cy to
w an ia  w tekście). B u d o w a  b ia łka  HSC70, będąc  najlepiej  
p o zn an ą ,  służy j a k o  m odel  d o  p rzeds taw ian ia  s t ru k tu ry  
innych białek rodz iny  HSP70. N ajwiększe  p o d o b ie ń s tw o  
s t ru k tu ry  b iałek H S P 7 0  występuje w regionie d o m e n y  
AT P-azow ej .  Region C k o ń c a  obe jm uje  d o m en ę  (18 k D a)  
o d p o w ied z ia ln ą  za  oddz ia ływ an ia  z su b s t ra tem  i d o m e n ę  
wielkości  10 k D a ,  której  p rzyp isyw ane są właściwości 
regulacyjne. O b s z a r  d o m e n y  A T P-azow e j  o z n acz o n o  k o lo 
rem c iem noszarym , zaś sekwencje reg ionu  C -k o ń co w eg o  
— jasn o sza ry m ;  b iałe p ro s to k ą ty  oznacza ją  sekwencje d o d a 
tkow e o c h a ra k te r z e  sygna łów  adresow ych  lub heterogen-  
nych insercji, cza rn y m  ko lo rem  ozn acz o n o  sekwencję 
o d p o w ied z ia ln ą  za za t rzym yw an ie  b ia łka  G R P 7 8  w ew 
n ą t rz  ER.
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m ito c h o n d r ió w  i p la s ty d ó w  [43-45] .  W  ro d z in ie  hsp70  
e u k a r io n tó w  m o ż n a  w y o d rę b n ić  co na jm n ie j  cz te ry  
ró żn ią ce  się o d  siebie p o d g r u p y  g en ó w  hsp70 , k tó re  
k o d u ją  b ia łk a  o o d ręb n e j  loka lizac ji  k o m ó rk o w e j :  
c y to p la z m a ty c z n e ,  r e t ik u la rn e ,  p la s ty d o w e  i m ito -  
c h o n d r ia ln e  [43].  B ia łka  H S P 7 0  dane j  p o d g r u p y  są 
b a rdz ie j  p o d o b n e  do  sw oich  o d p o w ie d n ik ó w  inn e g o  
g a t u n k u  niż d o  białek z innej p o d g r u p y  tego  s a m eg o  
g a tu n k u .  P o d o b ie ń s tw o  sekw encji  a a  p o m ię d z y  o d 
p o w ia d a ją c y m i  sobie b ia łk a m i  ro d z in y  H S P 7 0  r ó ż 
n ych  g a t u n k ó w  ssa k ó w  w y n o s i  o k o ło  9 5 % .

III. Struktura białek rodziny HSP70

D o ty c h c z a s  najlepiej p o z n a n o  s t r u k tu r ę  b ia łk a  
H S C 7 0 ,  s c h a r a k te ry z o w a n e g o  p ie rw o tn ie  j a k o  c z y n 
n ik  u ła tw ia jąc y  dysoc jac ję  cząs teczek  k la t ry n y  z p o 
w ie rzchn i p ęc h e rzy k ó w  o p ła sz c z o n y c h  (ang. uncoating  
A T P - a s e ) [46, 47],  Z e  w zg lędu  n a  zn a c z n e  p o d o b ie ń s t 
w o  sekw encji  a a  b ia łek  H S P 7 0  t r a k tu je  się b ia łk o  
H S C 7 0  j a k o  cząs teczkę  m o d e lo w ą  d o  o m a w ia n ia  
b u d o w y  p o z o s ta ły c h  b ia łek  rodz iny .

W  cząs teczce H S C 7 0  w y ró ż n ia  się dw ie  p o d s ta w o w e  
d o m e n y :  silnie k o n s e rw a ty w n ą  ew o lu c y jn ie  d o m e n ę  
N -k o ń c o w ą ,  z k tó r ą  z w ią z a n a  je s t  a k ty w n o ś ć  A T P -  
-azy, o ra z  zn aczn ie  m nie j k o n s e r w a ty w n ą  d o m e n ę  
o d p o w ie d z ia ln ą  za  o d d z ia ły w a n ia  z s u b s t r a ta m i  pep-  
ty d o w y m i ( sch e m at n a  rycin ie  1). N a  p o d s ta w ie  ana lizy  
ren tg e n o g ra f icz n e j  k ry sz ta łu  d o m e n y  A T P -a z o w e j  b y 
d lęcego  b ia łk a  H S C 7 0  u s ta lo n o ,  że s k ła d a  się o n a  
z d w ó c h  „ r a m io n ” (ang. lob es) o p o d o b n e j  w ielkości 
[48 ].  P o d s ta w a  o b u  r a m io n  tw o rz y  miejsce p rz y łą c z a 
n ia  cząs teczk i AT'P. T en  re jon  o r a z  sekw encje  aa , 
k tó r e  w y s tę p u ją  n a  p o w ie rz ch n i  d o m e n y  w m ie jscach  
k o n t a k t u  z sekw enc jam i k o ń c a  k a rb o k s y lo w e g o  są 
najsiln iej k o n s e rw o w a n y m i  ew o lu c y jn ie  e le m e n ta m i  
s t r u k tu r y  w szys tk ich  b ia łek  H S P 7 0 .  D o m e n a  A T P -  
- a z o w a  H S C 7 0  w y k az u je  u d e rz a ją c e  p o d o b ie ń s tw o  
s t r u k tu r y  p rzes trzenne j  d o  cząs teczk i a k ty n y  o ra z  
d o m e n y  A T P -a z o w e j  h e k s o k in a z y  [4 9 ]  i k in a zy  glice- 
ro low ej (cyt. za: [50]),  p o m im o  b r a k u  z n a cz ąc eg o  
p o d o b ie ń s tw a  sekw encji  a a  w y m ie n io n y c h  białek.

F r a g m e n t  cząs teczk i H S C 7 0 ,  o d ługośc i  148 a a  (18 
k D a ) ,  p rzy lega jący  d o  d o m e n y  A T P -a z o w e j  s ta n o w i 
d o m e n ę  w iąż ąc ą  su b s t ra t  p e p ty d o w y  [51 ],  P o c z ą t 
k o w o  p o s tu lo w a n o ,  że reg io n  ten  m a  ta k i  sa m  ty p  
b u d o w y  ja k  b ia łk a  M H C  II [52 ] ,  j e d n a k  n ow sze  d a n e  
o t r z y m a n e  za  p o m o c ą  m a g n e ty c z n e g o  r e z o n a n s u  j ą d 
ro w e g o  w y k az u ją ,  że d o m e n a  m a  u n ik a ln ą  to p o lo g ię  
—  tw o r z ą  j ą  dw ie  a n ty ró w n o le g łe  s t r u k tu r y  ty p u  
p o fa łd o w a n e j  k a r tk i  (ang. f i-sheet)  z ło ż o n e  z cz te rech  
ł a ń c u c h ó w  a m in o k w a s o w y c h  k a ż d a  o r a z  p o je d y n cz a  
a -h e l isa  [53].

I s to tn y m  e le m e n te m  s t r u k tu r a ln o - f u n k c jo n a ln y m  
b ia łek  H S P  są o s ta tn ie  4 a m in o k w a s y  (E E V D )  k o ń c a  
C. W  p r z y p a d k u  b ia łk a  H S C 7 0  m o ty w  E E V D  z a p e w 
n ia  k o n t a k t  p o m ię d z y  d o m e n a m i  N -  i C -k o ń c o w y m i ,  
p r a w id ło w ą  s t r u k tu r ę  p rz e s t r z e n n ą  b ia łk a  o r a z  r e g u lu 

je  a k ty w n o ś ć  A T P - a z o w ą .  D elec ja  b ą d ź  m u ta c ja  tej 
sekwencji u p o ś le d z a  o d d z ia ły w a n ie  H S C 7 0  z b ia łkam i 
p o m o c n ic z y m i [54],  M o ty w  E E V D  nie m a  n a to m ia s t  
zn a cz en ia  d la  p ro ce su  łączen ia  się b ia łk a  H S P 7 0  
z s u b s t ra te m  p e p ty d o w y m .

B ia łka  ro d z in y  H S P 7 0  w y k a z u ją  w zó r  s t r u k tu y  
p o d o b n y  d o  o p isa n e g o  wyżej b ia łk a  H S C 70 ; różn ice  
d o ty c z ą  w y s tę p o w a n ia  sekw encji  o c h a r a k te rz e  syg
na łu  a d re so w e g o  lub  i sygna łu  retencji o ra z  obecnośc i  
insercji i delecji p ew n y c h  f ra g m en tó w .  P o ró w n a n ie  
s t r u k tu r y  b ia łek  ro d z in y  H S P 7 0  p r z e d s ta w io n o  sc h e 
m a ty cz n ie  na  rycinie 1.

IV. Oddziaływania białek HSP70 z białkami 
pomocniczymi

Białka ro d z in y  H S P 7 0  za liczane  są d o  n a d r o d z in y  
fosfo transfe raz .  F u n k c ja  o p ie k u ń c z a  b ia łek  H S P 7 0  
w yda je  się n ie o d łąc zn ie  z w ią z a n a  z a k ty w n o ś c ią  A T P -  
-az o w ą  [p rz e g lą d  w: [55 ] .  N ie k tó re  e lem en ty  m e c h a n i 
z m u  op iek u ń cze j  a k ty w n o ś c i  b ia łek  H S P 7 0  zos ta ły  
p o z n a n e  p o p rz e z  b a d a n ia  w p ływ u  p r o k a r io ty c z n e g o  
b ia łk a  H S P 7 0 ( D n a K )  i e u k a r io ty c z n e g o  b ia łk a  H S C 7 0  
n a  p ro ce s  re n a tu ra c j i  b ia łek  w sk a ź n ik o w y c h  in vitro  
[56, 57], D n a K  i H S C 7 0  nie z a p o b ie g a ją  d e n a tu ra c j i  
b ia łek  w p o d w y ższ o n e j  te m p e ra tu rz e ,  o g ra n ic z a ją  n a 
to m ia s t  n ie sw o is tą  ag regac ję  u sz k o d z o n y c h  b ia łek  
o ra z  u ła tw ia ją  ich re n a tu ra c ję .  W y d a jn a  r e n a tu ra c j a  
w y m a g a  o b ecn o śc i  z a r ó w n o  A T P  ja k  i tzw. b ia łek  
p o m o c n icz y ch .  U p r o k a r io t a  b ia łk am i p o m o c n ic z y m i 
są D n a J  i G r p E ,  zaś w k o m ó r k a c h  e u k a r io ty c z n y c h  
o d p o w ie d n ik ie m  b a k te r y jn e g o  b ia łk a  D n a J  je s t  b ia łk o  
H S P 4 0  [p rz e g lą d  w: [58] ,  E u k a r io ty c z n y  o d p o w ie d n ik  
b ia łk a  G r p E  z n a le z io n o  n a jp ie rw  w m i to c h o n d r ia c h  
d ro ż d ż y  [p rz e g lą d  w: [59 ] .  N ie d a w n o  s tw ie rd z o n o ,  że 
ludzk ie  b ia łk o  B A G -1 , k tó re  p o p rz e z  o d d z ia ły w a n ia  
z b ia łk a m i  B e l-1, Raf-1 o r a z  n iek tó ry m i  re c e p to ra m i  
c z y n n ik ó w  w z ro s to w y c h  h a m u je  p roces  a p o p to z y ,  je s t  
fu n k c jo n a ln y m  o d p o w ie d n ik ie m  b ia łk a  G r p E  [60],

W  k o m ó r k a c h  s sa k ó w  w y k ry to  b ia łk o  p o m o c n ic z e  
p48(H ip)  (ang. H S C 7 0  in teracting  p ro te in ) [57 ]  o d 
d z ia łu jące  z H S C 7 0  i H S P 7 0 i  o ra z  z b ia łk iem  p o m o c 
n iczym  H S P 4 0 .  B ia łko  H ip  w y k azu je  ta k że  s a m o is tn ą  
a k ty w n o ś ć  o p ie k u ń cz ą :  in vi tro , w o b ecn o śc i  A T P ,  
z a p o b ie g a  o n o  p ra w ie  ca łkow ic ie  niespecyficznej a g r e 
gacji b ia łk a  w sk a ź n ik o w e g o  [p rz eg lą d  w: [6].  O s ta tn io  
w y k ry to  d w a  ko le jne  b ia łk a  pom ocn icze .  P ierw sze  to  
b ia łk o  p 6 0 /H o p  (ang. H S P 7 0 /H S P 9 0  organiz ing p ro te 
in) w sp ó łd z ia ła ją ce  z H S C 7 0  i H S P 9 0  m.in. w p roces ie  
ak ty w a c j i  r e c e p to r a  p r o g e s te r o n u  [62],

D rug ie ,  to  b ia łk o  p 16, id e n ty cz n e  z b ia łk iem  N m 2 3 ,  
na leżące  d o  ro d z in y  k in a z  d w u fo s fo ra n ó w  n u k le o zy -  
d ó w  [63].  p  16 m o d u lu je  a k ty w n o ś ć  b ia łk a  H S C 7 0  
u t r z y m u ją c  je  w fo rm ie  m o n o m e ry c z n e j  i u ła tw ia ją c  
dysoc jac ję  s u b s t r a tó w  p e p ty d o w y c h .  p 16 pełn i p r a w 
d o p o d o b n ie  funkcję  a n ta g o n is ty c z n ą  w s to s u n k u  do  
H S P 4 0 (D n a J ) ,  k tó re  w o b ecn o śc i  A T P  ka ta l izu je  oli- 
g o m e ry z ac ję  H S C 7 0  [cyt.  za: [64],
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W y d a je  się, że z r ó ż n ic o w a n ie  funkcji  o p ie k u ń c z y c h  
b ia łek  r o d z in y  H S P 7 0  ty lk o  w n iew ielk im  s to p n iu  
w y n ik a  ze z r ó ż n ic o w a n ia  ich s t r u k tu r y  i je s t  raczej 
s k u tk ie m  o d d z ia ły w a ń  z o d m ie n n y m i  b ia łk a m i  p o m o 
cn iczym i [ d y s k u s ja  w: [62, 65]. N a le ż y  zaznaczyć ,  że 
d a n e  n a  t e m a t  o d d z ia ły w a ń  z b ia łk a m i  p o m o c n ic z y m i 
p o c h o d z ą  p ra w ie  w yłączn ie  z b a d a ń  n a d  b ia łk iem  
H S C 70 .

V. Przegląd właściwości genów i białek rodzi
ny H SP70 ssaków

P o n iże j  o m ó w io n o  w łaściw ości  g e n ó w  hsp70  c z ło 
w ieka ,  m y sz y  i szczura .  Z e  w zg lędu  n a  silne m iędzy-  
g a t u n k o w e  p o d o b ie ń s tw o  b ia łek  H S P 7 0  [8 ]  m o ż n a  
o cz ek iw ać ,  że p rz e d s ta w io n e  d a n e  o d n o s z ą  się ta k że  do  
g e n ó w  hsplO  in n y c h  ssaków .

V-1. Geny hsp70i

W  g e n o m ie  cz ło w ie k a  z n a jd u je  się p r a w d o p o d o b n ie  
5, a w  g e n o m a c h  sz cz u ra  i m yszy  p o  2 geny  hsp70i  (Tab. 
2). G e n y  hsp70i  g ry zo n i  o r a z  o d p o w ia d a ją c e  im  d w a  
geny  hsp70i  cz ło w ie k a  u ło ż o n e  są t a n d e m o w o  i z n a j 
d u ją  się w k o m p le k s ie  g e n ó w  M H C  klasy  III  (Ryc. 2). 
O b a  geny  hsp70i  z r e g io n u  M H C  III  m a ją  n ie m a l  
id e n ty c z n ą  sekw enc ję  n u k le o ty d o w ą  i k o d u ją  id e n 
tyczne  b ia łk o .  P o w s ta ły  o n e  p r a w d o p o d o b n ie  w w y n i
k u  d u p l ik a c j i  w y jśc iow ego  g en u  hsp70, k tó r a  n a s tą p i ła  
p rz e d  roze jśc iem  się linii e w o lu c y jn y c h  s sa k ó w  i g r y z o 
ni, czyli co n a jm n ie j  70 m in  la t tem u .  P ra w d o p o d o b n i e  
in n a  p a r a  g e n ó w  hsp70i  cz łow ieka ,  z lo k a l i z o w a n a  n a  
c h r o m o s o m ie  1, ta k ż e  p o w s ta ła  w sk u te k  dup likac j i .  
G e n y  hsp70i  nie za w ie ra ją  in t ro n ó w .

W  k o m ó r k a c h  h o d o w a n y c h  in vitro  w te m p e r a tu rz e  
f izjo logicznej geny  hsp70i  m yszy  i s z cz u ra  są zazw yczaj  
t r a n s k r y b o w a n e  z n iew ie lką  w y d a jn o ś c ią  i ich tran s -

HLA
chr. 6 c

k ry p ty  m o ż n a  w y k ry ć  jed y n ie  m e to d a m i  bardz ie j  
czu łym i niż  h y b ry d y z a c ja  R N A - D N A .  Z n a c z n ą  a k 
ty w n o ść  g e n ó w  hsp7()i o b s e rw o w a n o  n a to m ia s t  w k o 
m ó r k a c h  n ie k tó ry c h  p rzeszczep ia lnych  n o w o tw o r ó w  
tych  g ryzon i [np .  [66, 67].  E k sp res ja  genów  hsp70i in 
vitro  jes t  b a r d z o  silnie s ty m u lo w a n a  przez  ro z m a i te  
czynn ik i  s t resu jące  [2 ] ,  j e d n a k  w k o m ó r k a c h  n ie
k tó ry c h  linii, w sk u te k  m ety lacji  D N A ,  in d u k o w a ln a  
ek sp re s ja  je d n e g o  lu b  o b u  g e n ó w  hsp70i m o ż e  być 
z a h a m o w a n a  [68].

In  vivo , w p ra w id ło w y c h  w a r u n k a c h  f izjo logicznych, 
w w iększośc i n a r z ą d ó w  m yszy  i szczu ra  s to p ień  e k s 
presji g e n ó w  hsp70i  je s t  n ieznaczny .  U  szczu ra  w y k ry to  
j e d n a k  k o n s ty tu ty w n ą  eksp res ję  g e n ó w  hsp70i  w m ię ś 
n iach  szk ie le tow ych ,  jelicie g ru b y m , p łu c ac h  i s i a tk ó w 
ce o k a  [69-72] .  S to p ie ń  in d u k o w a n e j  ekspres ji  g e n ó w  
hsp70i  m o ż e  być z ró ż n ic o w a n y  n a r z ą d o w o .  N p .  
u szczura ,  p o d  w p ły w em  h ip e r te rm ii ,  geny  hsp70i  
najsilniej a k ty w o w a n e  są w w ą tro b ie ,  zaś najs łab ie j  
w m ó z g u  [25, 73]. U  m yszy  n a św ie t lan y ch  p r o m ie n ia 
mi y a k ty w n o ś ć  g e n ó w  hsp70i  silnie w z ra s ta  w p łu c ac h  
i ś ledzionie, ale nie w w ą t ro b ie  czy w m ó z g u  [74].  
U szczu rów  p o d  w p ły w e m  s tresu  f iz jo log icznego  geny 
hsp70i  u a k ty w n ia ją  się w y b ió rc z o  w k o rze  n a d n e rc z y  
i w ś r ó d b ło n k u  a o r ty  [75, 76] o raz ,  w m n ie jszym  
s to p n iu ,  w k o rz e  m ózgow e j  i ż o łą d k u  [77].

S to p ień  ekspres ji  g e n ó w  hsp70i  m o ż e  być ta k ż e  
z ró ż n ic o w a n y  k o m ó r k o w o  w o b rę b ie  d a n e g o  n a r z ą 
du. N p .  w n a d n e r c z a c h  sz cz u ró w  p o d d a n y c h  h ip e r t e r 
mii geny  hsp70i  a k ty w o w a n e  są jed y n ie  w k o m ó r k a c h  
w a rs tw y  k o ro w e j  [78] .  T a k ż e  u szczura ,  p o d  w p ły w em  
h ip e r te rm ii ,  b ia łk a  H S P 70Í  a k u m u lu ją  się w k o m ó r 
k a c h  g le jow ych  m ó z g u  i ś r ó d b ło n k u  nac zy ń  k r w i o n o ś 
nych  w szys tk ich  s t r u k tu r  m ózgu ,  n a to m ia s t  w n e u r o 
n a c h  k o ry  m ó z g o w e j i zw o jach  p o d s ta w y  m ó z g u  
ek sp re s ja  g e n ó w  hsp70i  je s t  n ie z n a c z n a  [79].  P ro b le m  
z ró ż n ico w an e j  n a r z ą d o w o  i k o m ó r k o w o  ekspres ji  ge-

człowiek
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Ryc. 2. L oka l izac ja  genów  z rodziny 
hsp7() w kom pleksie  M H C .  
K o lo re m  c iem n o sza ry m  o z n a 
czo n o  geny k o m p le k su  M H C  
I, j a s n o s z a ry m  —  M H C  II, 
b ia łym  M H C  III. B F C 2  —  gen 
k o m p le k s u  dope łn iacza  C2, 
T N F  —  geny czynn ików  n e k 
rozy n o w o tw o ró w .  Strzałki 
p o k a z u ją  k ierunek  t r a n s k r y p 
cji. D w a  in d u k o w a ln e  geny 
hsp70  u łożone  są ta n d e m o w o ,  
zaś gen hsp70t/hsp70.3/HSP70-  
-H om ,  u legający  specyficznej 
ak tyw ac j i  w s p e rm a ty d a c h  jest 
u łożony  w o d w rócone j  o r ien 
tacji  (wg [8],  zmodyfikowane) .

RT1
chr. 20
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n ó w  hsp70i  —  zw łaszcza  w p r z y p a d k u  m ó z g u  — jest  
d ość  z ło ż o n y  i nie będzie  tu szerzej o m a w ian y .

U cz ło w ie k a  (naczelnych), p rzec iw n ie  niż u g ryzon i,  
geny  hsp70i  z lo k a l iz o w a n e  w o b rę b ie  k o m p le k s u  
M H C  są  ak ty w n e  w w a r u n k a c h  F izjologicznych z a r ó w 
n o  in vitro  [8 0 ]  j a k  i in vivo [81 -83] .  M o ż n a  sądzić, że 
p o d o b n ie  ja k  u g ryzoni,  i n d u k o w a l n a  ek sp re s ja  g e n ó w  
hsp70i  cz ło w ie k a  w y k az u je  z r ó ż n ic o w a n ie  n a r z ą d o w e  
i k o m ó r k o w e ,  j e d n a k  p r o b le m  ten  nie był d o ty c h c z a s  
sy s tem a ty cz n ie  b a d a n y .  Silne p o b u d z e n ie  ekspres ji  
g e n ó w  hsp70i  m o ż e  być  zw ią za n e  z n ie k tó ry m i  s ta n a m i  
p a to lo g ic zn y m i .  N p .  w z n a c z n y m  o d s e tk u  ró żn y c h  
ty p ó w  n o w o tw o r ó w  u  ludzi o b se rw u je  się k o n s ty t u ty 
w n ą  syntezę  b ia łk a  H S P 7 0 Í  [np .  84-86]. S ugeru je  się, że 
p o z io m  ekspresji  g en u  hsp70i  m o ż e  być  u ży tec zn y m  
m a r k e r e m  p r o g n o s ty c z n y m  w n ie k tó ry c h  ty p a c h  n o 
w o tw o ró w  [86].

W  k o m ó r k a c h  p raw id ło w y c h ,  w k tó ry c h  geny  
hsp70i  są  a k ty w n e  w te m p e r a tu rz e  Fizjologicznej, b ia ł 
k o  H S P 7 0 Í  z n a jd u je  się g łów n ie  w cy to p laz m ie ,  n a t o 
m ias t  w k o m ó r k a c h  n o w o tw o ro w y c h  m o ż e  p o ja w ia ć  
się ta k ż e  w j ą d rz e  k o m ó r k o w y m  i n a  p o w ie rz ch n i  
k o m ó r k i  [87, 88]. W  k o m ó r k a c h  p o d d a n y c h  szokow i 
te rm ic z n e m u  b ia łk o  H S P 7 0 Í  p rzem ieszc za  się z cy to -  
p la z m y  d o  j ą d r a  k o m ó r k o w e g o  g r o m a d z ą c  się w y b ió r 
czo w j ą d e r k u  [89, 90],

R e g u la c ja  ekspres ji  g e n ó w  hsp70i  je s t  p ro ce sem  
z ło ż o n y m  i będz ie  o m ó w io n a  szerzej w o d ręb n e j  p rac y  
p rze g ląd o w e j  ( K r a w c z y k  i L i s o w s k a ,  w p r z y 
g o to w an iu ) .  N a  p o z io m ie  t ra n sk ry p c j i  p o d s ta w o w y  
m e c h a n iz m  regulacji  jest  w sp ó ln y  d la  in d u k o w a ln y c h  
g en ó w  hsp  w szys tk ich  rodzin .  O b e jm u je  o n  p o w s ta n ie  
f u n k c jo n a ln e g o  k o m p le k s u  p o m ię d z y  czy n n ik ie m  
t ra n sk ry p c j i  H S F  i sekw enc ją  re g u la c y jn ą  D N A  n a z y 
w a n ą  H S E  (p rzeg ląd  w: [5]). N a  s to p ień  ekspresji  
g e n ó w  hsp70i  m o ż e  m ieć j e d n a k  w p ły w  ta k że  s t r u k tu r a  
c h r o m a ty n y  w reg ion ie  p r o m o t o r a  [91, 92],  ś r o d o w i
sk o  z e w n ą t r z k o m ó r k o w e  (in vivo versus in vitro  [93]),  
czynn ik i  in a k ty w u ją c e  H S F  (np. f la w o n o id  k w ercy ty -  
na) [94 ]  o r a z  inne  niż H S F  czynn ik i  t ran sk ry p c j i .  N p .  
b ia łk o  p53 [9 5 ]  i j e d n a  z p o d je d n o s te k  a u t o a n ty g e n u  
K u  [9 6 ]  są r e p re so ra m i  genu  hsp70 i , n a to m ia s t  n ie 
k tó re  z m u to w a n e  fo rm y  b ia łk a  p53 [97 ]  czy b ia łk o  
M Y B  [9 8 ]  są je g o  a k ty w a to r a m i .

F u n k c ja  b ia łek  H S P 7 0 Í  nie je s t  w pełni p o z n a n a ,  są 
o n e  j e d n a k ,  n iew ątp liw ie ,  w a ż n y m  e le m e n te m  sys tem u  
c y to p ro tek c j i .  O b e c n o ś ć  b ia łk a  H S P 7 0 Í  w k o m ó r k a c h  
t r a n s f e k o w a n y c h  gen e m  hsp70i  p o d  k o n t r o lą  k o n 
s ty tu ty w n e g o  p r o m o t o r a  zw iększa  o d p o r n o ś ć  tych  
k o m ó r e k  n a  d z ia ła n ie  w ielu  s z k o d liw y ch  cz y n n ik ó w ,  
ta k ic h  ja k  szok  o k sy d a c y jn y  [99 -101 ] ,  szok  te rm icz n y  
[102 -104 ]  czy d z ia ła n ie  n ie k tó r y c h  c y to s ta ty k ó w  
[105],  U m yszy  t ra n sg e n ic z n y c h  z k o n s ty tu ty w n ą  
ek sp re s ją  b ia łk a  H S P 7 0 Í  po  e k s p e ry m e n ta ln ie  w y w o 
ła n y m  z a w a le  o b se rw u je  się p rz y sp ie sz o n y  p o w r ó t  
p a r a m e t r ó w  p ra c y  serca  d o  n o r m y  i zm n ie jsza n ie  
z a k re su  u sz k o d z e n ia  m ię śn ia  se rc o w e g o  [106, 107],

C y to p ro te k c y jn y  efekt w y w ie ra n y  p rzez  n a d e k s p r e -

sję genu  hsp70i  nie zaw sze  jes t  p o ż ą d a n y .  K o n s ty tu t y 
w n a  ek s p re s ja  b ia łk a  H S P 70Í  w k o m ó r k a c h  n o w o 
tw o ro w y c h  m o ż e  h a m o w a ć  p roces  a p o p t o z y  [108, 
109], u ła tw ia ć  pro liferac ję  k o m ó r e k  m im o  u sz k o d z e ń  
D N A  [1 1 0 ]  o ra z  sp rzy jać  p o w s ta w a n iu  o d p o r n o ś c i  na  
c y to s ta ty k i  [105 ]  i cyto lizę  i n d u k o w a n ą  p rzez  T N F  
i m o n o c y ty ,  co zw iększa  p o te n c ja ł  o n k o g e n n y  k o m ó 
rek n o w o tw o ro w y c h  [111].

V-2. Gen hsc70

U cz ło w iek a  [20 ],  m yszy  [38 ]  i s z cz u ra  [3 1 ]  gen 
hsc70  w y s tę p u je  w je d n e j  kopii .  G e n y  hsc 70 w y m ie n io 
nych  g a t u n k ó w  za w ie ra ją  osiem  in t ro n ó w .  W  in tro -  
n a c h  5, 6 i 8 z n a jd u ją  się sekw encje  k o d u ją c e  f u n k 
c jo n a ln y  U 1 4  R N A , j e d e n  z licznej g r u p y  n iskocząs-  
te c z k o w y c h  R N A  ( sn o R N A )  b io rą c y c h  u d z ia ł  w d o j 
rze w a n iu  r R N A  [112, 113],

H S C 7 0  sy n te ty z o w a n e  jes t  k o n s ty tu ty w n ie  we w szy 
s tk ich  r o d z a ja c h  k o m ó r e k  a je g o  stężen ie  je s t  z r ó ż 
n ic o w a n e  n a r z ą d o w o ,  p rzy  czym  n a jw iększe  s tężenie 
H S C 7 0  w y s tę p u je  w s t r u k tu r a c h  c e n t r a ln e g o  u k ła d u  
n e rw o w e g o  (do  2 %  c a łk o w ite g o  b ia łk a  [114]) .  Ani 
szok  te rm icz n y  an i  w iększość  s t r e s o ró w  in d u k u ją c y c h  
eksp res ję  g e n ó w  hsp70i  nie zm ien ia ją  is to tn ie  p o z io m u  
ekspres ji  g en u  hsc70.  A k ty w n o ść  g e n u  w z r a s ta  n a t o 
m ia s t  w p ro l ife ru jący ch  k o m ó r k a c h ,  co p r a w d o p o d o b 
nie w iąże się z nas i len iem  p ro c e só w  w y m a g a ją c y c h  
funkcji  op ie k u ń cz e j  i t r a n s p o r tu ją c e j  b ia łk a  H SC 70 .  
P rz y k ła d a m i  m o g ą  być; reg e n e rac ja  w ą t r o b y  szczu ra  
[1 1 5 ] ,  faza p ro l i fe rac y jn a  cyk lu  m e n s t ru a c y jn e g o  e n 
d o m e t r iu m  [116 ]  o r a z  p r e im p la n ta c y jn a  faza  ro z w o ju  
z a r o d k o w e g o  m yszy  [117].  M e c h a n iz m  regulacji  
t r a n sk ry p c j i  g en u  hsc70 nie był j e d n a k  d o ty c h c z a s  
p rz e d m io te m  in te n sy w n y c h  b a d a ń .

B ia łko  H S C 7 0  z lo k a l i z o w a n e  je s t  g łó w n ie  w c y to 
p lazm ie ,  gdzie w ys tępu je  w fo rm ie  m o n o m e ry c z n e j  
i o l igom eryczne j  [118],  P r a w d o p o d o b n i e  m o n o m e r  
jes t  a k t y w n ą  fo rm ą  o p ie k u ń c z ą  H S C 7 0 ,  n a to m ia s t  
o l ig o m e ry z a c ja  je s t  s p o s o b e m  p r z e c h o w y w a n ia  b ia łk a  
[119],  Szok  te rm icz n y  p o w o d u je  p rze m ieszc zan ie  się 
części puli b ia łk a  H S C 7 0  (p o d o b n ie  j a k  b ia łk a  
H S P 70Í)  d o  j ą d r a  i j ą d e r k a  [120, 121], T ra n s lo k a c ja  
H S C 7 0  d o  j ą d r a  m o ż e  o k a z a ć  się ba rdz ie j  czu łym  niż 
in d u k c ja  g e n ó w  hsp70i  w sk a ź n ik ie m  ( b io m a rk e re m )  
ekspozyc ji  k o m ó r e k  na  d z ia łan ie  s t re so ró w .  P rz e jś 
c iow ą, j ą d r o w ą  loka lizac ję  H S C 7 0  p rzy  ró w n o c z e s 
nym  b r a k u  indukc j i  g e n ó w  hsp70i  o b s e r w o w a n o  m.in. 
in vivo w h e p a to c y ta c h  sz cz u ra  p o  częściowej h ep a te k -  
tom ii  [122]  lu b  p o  p o d a n i u  t io a c e ta m id u  [ Z b o r e k  
i w s p., d a n e  n ie p u b l ik o w a n e ] ,  w n ie k tó ry c h  ty p a c h  
n e u r o n ó w  m ó z g u  k r ó l ik a  p o d d a n e g o  h ip e r te rm ii  
[1 2 3 ]  o r a z  in vitro  w k o m ó r k a c h  o w o d n i  cz ło w ie k a  
p o d  w p ły w em  n a d t le n k u  w o d o r u  [124],

H S C 7 0  z n a jd u je  się ta k że  w l iz o so m a c h  [125 ] ,  
w je d n e j  z d w u  o d r ę b n y c h  p o p u la c j i  tej o rgane l l i  [126 ]  
o ra z  w y k ry w a n e  b y w a  n a  b ło n ie  p la z m a ty c z n e j  [88] ,  
W y d a je  się, że b ia łk o  H S C 7 0  o b ec n e  n a  p o w ie rz ch n i
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k o m ó r e k  n o w o tw o ro w y c h  m o ż e  być s y g n a łem  r o z p o z 
n a w a n y m  przez  pew n e  k lasy  c y to to k sy c z n y c h  l im 
focy tów  T  [127, 128],

H S C 7 0  je s t  w ie lo fu n k c y jn y m  b ia łk iem  o w łaśc iw o ś
ciach  o p ie k u ń c z y c h  i t r a n s p o r tu ją c y c h .  W y ra z e m  fu n 
kcji o p ie k u ń cz e j  je s t  m.in. op ła szc za n ie  p rzez  cz ą s te 
czki b ia łk a  H S C 7 0  n o w o sy n te z o w a n y c h  p o l ipep tydów , 
co ch ro n i  je  p rzed  d e g ra d a c ją ,  z a p o b ie g a  n ie sw o is tym  
in te r a k c jo m  z in n y m i b ia łk a m i  i n ie p ra w id ło w e m u  
f a łd o w a n iu  się cząs teczk i p rzed  u k o ń c z e n ie m  b io s y n 
tezy. W  p r z y p a d k u  bia łek  z ło ż o n y c h  H S C 7 0  u ła tw ia  
p o l im ery za c ję  p o d je d n o s te k ,  p rz y jm o w a n ie  p r a w id 
łowej trzec io -  i c z w a r to rz ę d o w e j  k o n fo rm a c j i  o ra z  
u ła tw ia  f o rm o w a n ie  się w ie lo sk ła d n ik o w y c h  k o m p le k 
sów  b ia łk o w y ch .  W reszcie, H S C 7 0  u ła tw ia  rozfa łdo -  
w y w an ie  po l ipep tydów ' i u t r z y m y w a n ie  ich w rozfał- 
d o w a n e j  k o n fo rm a c j i  (ang. trans location com peten t  
con form a tion ) u m o ż liw ia jąc  ich przejście  p rzez  b ło n y  
o rg a n e l la rn e .  F u n k c je  o p ie k u ń c z e  b ia łk a  H S C 7 0  i in 
nych  b ia łek  H S P  p r z e d y s k u to w a n e  zo s ta ły  w y cz e r 
p u ją c o  w p rac ach :  [40, 41] i nie b ę d ą  tu  szerzej 
o m a w ia n e .  P ie rw szą  z w y k ry ty c h  i d o ty c h c z a s  n a j 
lepiej p o z n a n ą  funkc ją  b ia łk a  H S C 7 0  z w ią z a n ą  z t r a n s 
p o r te m  je s t  o d d y s o c jo w a n ie  k la t ry n y  z p ę c h e rz y k ó w  
o p ła sz c z o n y c h  [46, 47],  H S C 7 0  bierze ta k że  udzia ł  
w tra n sp o rc ie  białek do  l izo som ów  [129],  j ą d r a  k o m ó r 
k o w e g o  [130, 131], m i t o c h o n d r iu m  [132 ]  i s ia teczki 
ś ró d p la z m a ty c z n e j  [133, 134]. P r a w d o p o d o b n y  jest 
ta k że  u d z ia ł  H S C 7 0  w p r z y g o to w a n iu ,  t r a n s p o rc ie  
i p rez en ta c j i  an ty g e n ic z n y c h  p o l ip e p ty d ó w  [135, 136].

P o d c z a s  a k ty w n o ś c i  op iek u ń cze j  i t r a n p o r tu ją c e j  
b ia łk o  H S C 7 0  o d d z ia łu je  z k ró tk im ,  ro z fa łd o w a n y m  
f ra g m e n te m  p e p ty d u  su b s t ra to w e g o .  B a d a n ia  z u ży 
ciem  sy n te ty c z n y c h  p e p ty d ó w  w y k az u ją ,  że m in im a ln a  
d łu g o ść  p e p ty d u  g w a r a n tu ją c a  silne w iązan ie  z H S C 7 0  
to  7 reszt a m in o k w a s o w y c h .  N ajs i ln ie j  w iąz an e  są 
p e p ty d y  za w ie ra jąc e  w swojej sekw encj i  K K ,  K R  lub  
RR , a p o d s ta w o w y  m o ty w  s t r u k tu r a ln y  p e p ty d u  to 
n a p r z e m ie n n e  w y s tę p o w a n ie  h y d r o fo b o w y c h  lub  a r o 
m a ty c z n y c h  reszt a m in o k w a s o w y c h  w p o zy c ja ch  2, 
4 i 6 [137, 138],

H S C 7 0  asocjuje także  z n a ty w n y m i b ia łk am i k o m ó r 
kow ym i.  O p r ó c z  w s p o m n ia n e g o  wcześniej k o m p le k s u  
z k la t ry n ą ,  w y k ry to  k o m p le k s y  H S C 7 0  z a p o -  
p r o te in ą  B100 [134],  H S F  [139 ] ,  z n ie k tó ry m i z m u t o 
w a n y m i fo rm a m i  b ia łk a  p53 [140 -142] ,  z b ia łk ie m  R b  
[143]  czy e le m e n ta m i  cy to szk ie le tu  [144, 145], Z n a 
czenie tych  o d d z ia ły w a ń  nie je s t  ja sne .

B ia łko  H S C 7 0  ro z p o z n a je  sekw encje  h e p ta m e ro w e  
a m in o k w a s ó w  ze z ró ż n ic o w a n y m  p o w in o w a c tw e m  
[138 ] ,  co  w szczegó lnych  p r z y p a d k a c h  m o ż e  p r o w a 
dzić d o  s ta n ó w  p a to lo g ic zn y c h .  P rz y k ła d e m  m o ż e  być 
c h ro n ic z n e  za p a len ie  s ta w ó w  zw ią za n e  z ek sp re s ją  
n ie k tó r y c h  alleli g en u  H L A - D R B 1 .  W a r ia n ty  p e p 
ty d ó w  D R ,  k tó r y c h  o b e c n o ść  je s t  w ią z a n a  z p o d a t n o 
ścią n a  c h o r o b ę  za w ie ra ją  w sp ó ln y  m o ty w  sekwencji  
a m in o k w a s o w e j  ( Q K R A A , Q R R A A  lub  R R R A A ) i j e 
dyn ie  te p e p ty d y  tw o rz ą  k o m p le k s  z H SC 70 .  M o ty w

r o z p o z n a w a n y  przez  H S C 7 0  zn a jd u je  się w reg ion ie  
b ia łk a  D R  z a a n g a ż o w a n y m  w p rezen tac ję  a n ty g e n ic z 
n ych  p e p ty d ó w  l im fo c y to m  T  [146],  Specyficzne r o z 
p o z n a w a n ie  o k re ś lo n y c h  w arian tów ' p e p ty d o w y c h  
p rzez  H S C 7 0  w y s tę p u je  ta k że  w o d n ie s ien iu  d o  b ia łek  
M H C  I. E p i to p y  zw ią z a n e  ze sw o is to śc iam i B w 4/B w 6  
(szczególnie  Bw4a) z lo k a l iz o w a n e  w k o n s e r w a t y w 
n y m  reg ionie  cohelisy 1 b ia łk a  M H C  I h a m u ją  r ó ż 
n ic o w a n ie  p r e k u r s o ro w y c h  k o m ó r e k  T  w d o jrz a łe  
c y to to k sy c z n e  lim focy ty  T. D o św ia d c z e n ia  in vitro  
w y kaza ły ,  że p e p ty d  o  sekwencji  o d p o w ia d a ją c e j  ep i to -  
p o w i B w 4a tw o rzy  k o m p le k s y  z b ia łk a m i  H S C 7 0  o ra z  
H S P 7 0  [147],

H S C 7 0  m a  w łaściw ości  im m u n o f i ln e  i tw o rzy  t rw a ły  
k o m p le k s  z im u n o - s u p r e s y jn y m  zw iązk iem  15 -deoksy -  
s p e rg u a l in ą  (D S G )  [148],  P o n ie w a ż  w w a r u n k a c h  
s tresu  D S G  h a m u je  t r a n s lo k a c ję  b ia łek  H S C 7 0  
i H S P 7 0  d o  j ą d r a  k o m ó r k o w e g o ,  sądzi się, że im- 
m u n o s u p r e s y jn e  d z ia ła n ie  D S G  m o ż e  w y n ik ać  częś
c io w o  z b lo k o w a n ia  o p ie k u ń c z y c h  funkcji n ie k tó ry c h  
b ia łek  s tresu  [149].

V-3. Gen gvp78

U cz łow ieka  [15 ] .  m yszy  [37 ]  i szczura  [3 0 ]  gen 
grp78  jest  genem  u n ik a ln y m ,  zaw iera  7 in t r o n ó w  
i k o d u je  sy n te z o w a n e  k o n s ty tu ty w n ie  b ia łko  s ia teczk i 
ś ró d p la z m a ty c z n e j  w iążące  w apń .  B iałko  G R P 7 8  s y n 
te z o w a n e  jes t  j a k o  cz ąs tec zk a  p r e k u r s o r o w a  z a w ie r a 
j ą c a  n a  k o ń c u  N  p e p ty d  ad re so w y  o d ługośc i  16-18 
a m in o k w a s ó w  w a r u n k u ją c y  t r a n s p o r t  cząs teczk i do  
św ia t ła  ER; p e p ty d  ten  jest odsz cz ep ia n y  p o d c z a s  
p rz e c h o d z e n ia  b ia łk a  przez b ło n ę  r e t ik u lu m .  K o n ie c  
k a r b o k s y lo w y  b ia łk a  z a w ie ra  sygnał retencji —  s e k 
wencję  K D E L  o d p o w ie d z ia ln ą  za z a t r z y m y w a n ie  c z ą 
steczki G R P 7 8  w e w n ą t rz  ER. E k sp res ja  g enu  grp78  nie 
zm ien ia  się p o d  w p ły w em  h ipe r te rm ii ,  w z ra s ta  zaś p o d  
w p ły w em  ta k ich  s t r e s o ró w  ja k  g łód g lu k o z o w y ,  in 
h ib i to ry  g likozylacji  b ia łek ,  u w a ln ia n ie  j o n ó w  w a p n ia  
z E R  p rzez  jo n o f o r y  w ap n io w e ,  s ta n  n ied o tlen ien ia ,  
ob n iż en ie  p H  i inne. P o d s ta w o w e  w łaściw ości b ia łk a  
G R P 7 8  i w zó r  ekspres ji  g en u  zo s ta ły  p o d s u m o w a n e  we 
w cześnie jszych  p r a c a c h  p rz e g lą d o w y c h  [150, 151]; 
pon iże j  z o s ta n ą  p o d a n e  jed y n ie  na j is to tn ie jsze ,  n o w 
sze dane .

B ia łko  G R P 7 8  z o s ta ło  p ie rw o tn ie  o p isa n e  j a k o  BiP 
(ang. imm unoglobulin  heavy chain binding p ro te in ) —  
b ia łk o  tw o rzą ce  p rze jśc io w y  k o m p le k s  z c iężk im  ł a ń 
c u c h em  im m u n o g lo b u l in ,  ro z p a d a ją c y  się p o  p rzy łącze
n iu  ła ń c u c h a  le k k ieg o  [30 ]  i z o s ta ło  u z n a n e  za  g łów ne  
b ia łk o  o p ie k u ń c z e  E R  [151].  O b e c n ie  d a n e  d o ś w ia d 
cza lne  w sk az u ją ,  że B iP  z a a n g a ż o w a n y  jest w p roces ie  
k s z ta ł to w a n ia  p ra w id ło w e j  s t r u k tu r y  b ia łek  sekrecyj-  
ny ch  (o s łan ia  r e a k ty w n e  d o m e n y ,  u ła tw ia  przyjęcie 
w y ższo rzędow e j  k o n fo rm a c j i  i o l ig o m ery za c ję  p o d je d 
nostek ),  w p roces ie  z a p o b ie g a n ia  sekrecji b ia łek  o n ie 
p raw id ło w e j  s t r u k tu r z e  o ra z  w t r a n s lo k a c j i  b ia łek  
p rzez  b ło n y  o rgane ll i .  U k s z ta ł to w a n ie  się p raw id ło w e j
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Ryc. 3. A. S t ru k tu ra  p r o m o to r a  genu grp78  (cytowania w tekście). S p l  i C R E *  oznaczają  o d p o w ie d n io  sekwencję D N A  r o z p o z n a w a n ą  przez 
czynnik  transkrypcj i  S p l  i sekwencję D N A  p o d o b n ą  do  ro z p o z n a w a n e j  przez czynnik t ranskrypc j i  C R E B . C1-C5 oznacz a ją  sekwencje 
ty p u  CA A T  (ang. CAAT-like) ,  s trzałki oznaczają  ich orientację .  P o g ru b io n ą  linią o zn a c z o n o  po łożenie  sekwencji b oga tych  w pary  G C. 
g rp  core i 78 C l  oznacza ją  k o n se rw a ty w n e  ewolucyjnie  e lem enty  p r o m o to r a  grp78  (szczegóły w tekście). S IC R  (ang. stress incuced change  
region) —  fragm ent  p r o m o to r a  o k luczow ym  znaczen iu  dla  in dukow ane j  ekspresji  genu.  B. Sekwencja  D N A  reg ionu  SIC R . R a m k ą  
ob ję to  sekwencję,  w obszarze  której  wiązane są czynniki t r ansk rypc j i  YY1 (uniwersalny  ludzki czynnik  t ranskrypcji)  o raz  YB-1 i d b p A  
(białka typu  Y -b o x /C S D ,  ang. cold shock domain). C. S ekw encja  D N A  reg ionu  78 C l  z zaznaczen iem  miejsc w iążących czynniki  
transkrypcj i  C B P  (ang. C A A T h in d in g  protein)  i YY1.

s t r u k tu r y  b ia łek  se k recy jnych  ty lko  częśc iow o zależy 
o d  o d d z ia ły w a ń  z G R P 7 8 .  N p . po  t r a n s lo k ac j i  z cyto-  
p la z m y  d o  E R  ro z fa łd o w a n e  p o l ip e p ty d y  ła ń c u c h ó w  
ciężkich  im m u n o g lo b u l in  tw o rz ą  k o m p le k s  z G R P 7 8 ,  
ale d y so c ju ją  z k o m p le k s u  p rzed  z a k o ń c z e n ie m  p r o c e 
su f o rm o w a n ia  się ich os ta teczne j  s t r u k tu r y  [152],

N ie w szys tk ie  b ia łk a  sek recy jne  w y m a g a ją  udzia łu  
G R P 7 8  w proces ie  d o jrz e w a n ia ,  j a k  rów n ież  G R P 7 8  
nie je s t  j e d y n y m  b ia łk iem  o p ie k u ń c z y m  ER [153].  
W y d a je  się, że G R P 7 8  w esp ó ł  z G R P 9 5 ,  k a l re t ik u l in ą ,  
k a ln e k s y n ą  i innym i,  n iezd e f in io w a n y m i jeszcze b ia ł 
k am i tw o rzy  sieć (macierz) b ia łek  o p ie k u ń c z y c h  w s p ó ł 
uczes tn iczących  w k o n t r o lo w a n iu  s t r u k tu r y  i sekrecji 
b ia łek  z E R  [ 154, 155], W  n ie k tó ry c h  ty p a c h  k o m ó re k ,  
np. w n ie d o jrza ły ch  l im focy tach  T, system  retencji 
b ia łek  r e t ik u la rn y c h  jes t  o d m ie n n y  od  sys tem u  fu n k 
c jo n u ją c e g o  w k o m ó r k a c h  z ró ż n ic o w a n y c h ,  co s p r a 
wia, że wiele b ia łek  ER, w tym  G R P 7 8 ,  w y k ry w a  się n a  
po w ie rz ch n i  k o m ó r k i  [156].

C ząs teczk i  b ia łek ,  k tó re  nie zos ta ły  p r a w id ło w o  
u k s z ta ł to w a n e  tw o rz ą  s ta b i ln y  k o m p le k s  z G R P 7 8  i są 
k ie ro w a n e  na  d ro g ę  p ro teo l izy .  M e c h a n iz m  d e g ra d ac j i  
tych  b ia łek  nie je s t  w pełn i p o z n a n y .  W e d łu g  now szych  
d a n y c h  w d e g ra d ac j i  b ia łek  E R  uczes tn iczą  p ro te -  
a s o m y  [4 ] ,  a b ia łk a  ER  p rz e z n a c z o n e  d o  d eg ra d ac j i  
t r a n s p o r to w a n e  są z E R  d o  c y to p la z m y  (przeg ląd  
w: [157]).

Z n a c z n y  p o s tę p  o s ią g n ię to  w c h a r a k te ry z o w a n iu  
s t r u k tu r y  p r o m o t o r a  i m e c h a n iz m u  z a r ó w n o  k o n 
s ty tu ty w n e j  j a k  i in d u k o w a n e j  ekspres ji  g en u  grp78. 
P r o m o t o r  szczurzego  g enu  grp78  z a w ie ra  dw ie  se k 
w encje  p o te n c ja ln ie  r o z p o z n a w a n e  p rzez  czynn ik  
t r a n sk ry p c j i  S p l ,  sekw encję  zb l iżo n ą  d o  C R E  (ang. 
c A M P  responsive element)  o r a z  5 tzw. sekwencji  C  (ang. 
C A A T -l ike ) .  F r a g m e n t  p r o m o t o r a  o b e jm u ją c y  se k 

wencje C5 i C 4  o k re ś la n y  jes t  j a k o  f ra g m e n t  rd z e n io w y  
(ang. „grp core")  b o w iem  w ystępu je  p o w sz e c h n ie  
w p r o m o to r a c h  g e n ó w  grp  (od d ro ż d ż y  p o  ssaki). 
D y s ta ln a  część tego  re g io n u  w a r u n k u je  k o n s ty tu ty w n ą  
eksp res ję  g enu  [158, 159], P r o k s y m a ln e  sekw enc je  
re g io n u  „grp core” tzw. S IC R  (ang. stress induc ed  
change reg ion ), w a r u n k u ją  a k ty w a c ję  genu  w w a r u n 
kac h  s tresu, gdy  zw iększa  się ilość n ie p ra w id ło w y c h  
bia łek  w e w n ą t rz  ER. C e n t r a ln a  1 2 -n u k le o ty d o w a  
se k w e n c ja  tego  re g io n u  różn i się je d y n ie  w je d n e j  
pozycji  od  sekwencji  w ys tępu jące j  w p r o m o to r z e  ry b o -  
so m a ln e g o  genu  rpL 30 ,  w iążącej czynn ik  t r a n sk ry p c j i  
YY1. W y k a z a n o ,  że w w a r u n k a c h  s tresu  ludzk i c z y n 
nik Y Y 1 o d d z ia łu je  z o b y d w ie m a  n ićm i D N A  w re g io 
nie S IC R  i a k ty w u je  t r a n sk ry p c ję  genu  grp78  [159, 
160], R e p re so ra m i  g enu  grp78  są n a to m ia s t  b ia łk a  
ty p u  Y -b o x (a n g .  Y-box protein)  —  d b p A  id b p B (Y B - l ) .  
E ą c z ą  się o n e  z d o ln ą  nic ią  D N A  w reg ion ie  S IC R  
un ie m o ż l iw ia jąc  p rzy łączen ie  się cz y n n ik a  YY 1 i p o 
w o d u ją  z a h a m o w a n ie  t ra n sk ry p c j i  [16].

Z  sekw enc ją  C l  o d d z ia łu ją  b ia łk a  C B P  (ang. C A A T  
hinding proteins)  o r a z  YY1 a siła w iąz an ia  b ia łk a  C B P  
zn aczn ie  w z ra s ta  p o d  w p ły w em  o b n iż e n ia  s tężen ia  
w a p n ia  w k o m ó r c e  [162, 163], Silne zw ią za n ie  b ia łk a  
C B P  z sekw enc ją  C l  u m o ż liw ia  w y d a jn y  k o n t a k t  
cz y n n ik ó w  t r a n s k ry p c y jn y c h  za jm u ją c y c h  bardz ie j  o d 
ległe pozyc je  z k o m p le k s e m  c z y n n ik ó w  in ic jacy jnych  
zw ią za n y ch  z sekw enc ją  T A T A  [162].

Silne p o b u d z e n ie  a k ty w n o ś c i  g en u  grp78  w w a r u n 
kach  n ie d o b o r u  w a p n ia ,  t lenu  i w o b n iż o n y m  pH  
p o w o d u je ,  że gen ten  u lega  silnej ekspres ji  w l itych 
gu z a c h  n o w o tw o ro w y c h  [164],  O b s e rw a c ja  ta  s ta ła  się 
b o d ź c e m  d o  k o n s t r u o w a n ia  w ek to ró w ,  z a w ie ra jąc y ch  
e lem en t  S IC R  p r o m o t o r a  g enu  g rp78 , p o te n c ja ln ie  
p r z y d a tn y c h  w te rap i i  genow ej n o w o tw o r ó w  [165],

186 POSTĘPY B I O C H E M I I  4 4 ( 3 ) ,  1998http://rcin.org.pl



W  o s ta tn ic h  la ta c h  o p u b l ik o w a n o  k i lk a  p ra c  o p i s u 
ją c y c h  p o d  ró ż n y m i n a z w a m i p r a w d o p o d o b n ie  ten 
sam , p o je d y n c z y  gen, k o d u ją c y  b ia łk o  G R P 7 5 .  B iałko 
to  z o s ta ło  p ie rw o tn ie  w y k ry te  w m a t r ik s  m ito c h o n d -  
r iów  i p rz y p isu je  m u  się funkcje  o p ie k u ń c z e  w s to s u n k u  
d o  b ia łek  im p o r to w a n y c h  lub  sy n te z o w a n y c h  w tej 
o rgane l l i  [166 ] .

W  p r z y p a d k u  cz łow ieka  z b ib l io tek i  c D N A  z k o m ó 
rek H e L a  w y iz o lo w a n o  gen  n a z w a n y  M t H S P 7 5  [23 ]  
a z b ib l io te k i  c D N A  z k o m ó r e k  b ia łaczk i  l im foblas-  
tycznej w y w o d ząc e j  się z k o m ó r e k  B w y iz o lo w a n o  gen 
n a z w a n y  P B P 7 4  [22 ].  G e n y  te m a ją  id e n ty c z n ą  se k 
w encję  n u k le o ty d o w ą  w reg ion ie  k o d u ją c y m ,  a  ta k że  
w n ie u leg a ją cy ch  t rans lac ji  r eg io n a c h  5' i 3' U T R .  
M im o  to , b ia łk o  M tH S P 7 5  w y k ry w a  się im m u n o h is -  
to c h e m ic z n ie  w k o m ó r k a c h  H e L a  w yłączn ie  w m ito -  
c h o n d r iu m  [23 ] ,  n a to m ia s t  b ia łk o  P B P 7 4  (ang. peptide  
binding p ro te in ) w e w n ą t rz  p ę c h e rz y k ó w  e n d o s o m a l -  
nych  i n a  p o w ie rz c h n i  l im focy tów  B i m a k ro fa g ó w ,  lecz 
nie w m i t o c h o n d r ia c h  [22],

W  p r z y p a d k u  myszy, z ró ż n y c h  b ib l io tek  c D N A  
w y iz o lo w a n o  cz te ry  n ie m a l  ide n ty cz n e  sekwencje. Są 
to  —  gen  n a z w a n y  CS  A (ang. C 3 H  strain specific  
antigeń)  p o c h o d z ą c y  z b ib lio tek i  c D N A  z nerk i  [167],  
gen pbp74  ( o d p o w ie d n ik  lu d z k ieg o  g en u  P B P 7 4 )  z b ib 
l io teki c D N A  z k o m ó r e k  b ia łaczk i [22 ] ,  gen n a z w a n y  
mot-1  (m o r ta l in a -1 )  z b ib l io tek i  c D N A  z f ib ro b la s tó w  
e m b r io n a ln y c h  (szczep m yszy  C D 1 - IC R )  [3 9 ]  i gen 
n a z w a n y  m ot-2  (m o rta l in a -2 )  z b ib l io tek i  c D N A  z k o 
m ó re k  N I H  3T3 [168].  G e n y  mot-1  i m ot-2  z m a p o w a -  
n o  n a s tę p n ie  w różnych  loci; n ie k tó re  szczepy myszy 
p o s ia d a ją  o b y d w a  geny  m ot  ( C D 1 -IC R ,  Balb/c), zaś 
inne ty lk o  m ot-2  (Swiss, C 5 7 B L /6 )  lu b  ty lk o  mot-1  
(C 3H , He). G e n  m ot-2  k o d u je  b ia łk o  p 6 6 mot"2 o d w ó c h  
a m in o k w a s a c h  zm ie n io n y c h  w s to s u n k u  d o  b ia łk a  
p6 6 mot l: V 6 1 8 M  i R 624G . P o d o b n ie  j a k  u cz łow ieka ,  
w y m ie n io n e  m ysie  geny  m a ją  n iem al  id e n ty cz n ą  se k 
w encję  n u k le o ty d o w ą  re g io n u  k o d u ją c e g o  (np. gen 
pbp74  ró żn i  się o d  g en u  mot-1  d w o m a  sp o ś ró d  2156 
n u k le o ty d ó w )  i r e g io n ó w  5' i 3' U T R .  D a n e  co d o  
w e w n ą t rz k o m ó r k o w e j  loka lizac ji  b ia łek  nie są zgodne ; 
b ia łk o  w y k ry w a n o  im m m u n o h is to c h e m ic z n ie  w cy to-  
so lu  (p66moM ró w n o m ie rn ie  r o z p r o s z o n e  w cy top laz -  
mie; p 6 6 mot 2 s k o n c e n t r o w a n e  w p rze s trzen i  o k o ło ją d -  
rowej), w m i to c h o n d r iu m  (CSA) b ą d ź  w p ę c h e rz y k a c h  
e n d o s o m a ln y c h  (PB P74).

G e n y ,  k tó r y c h  cechy  s t r u k tu r a ln e  w sk az u ją ,  że k o 
d u ją  b ia łk o  G R P 7 5  w y iz o lo w a n o  ta k że  z b ib l io tek i  
c D N A  sz cz u ra  (gen grp75 /m thsp75  [32]). S ekw enc ja  
a m in o k w a s o w a  m ysiego  b ia łk a  pbp74 (m o t-1 /2) 
i s z czu rzego  b ia łk a  G R P  75 różn i  się je d y n ie  w sześciu 
pozy c ja ch ,  p r a w d o p o d o b n ie  z a te m  są to  różn ice  mię- 
d z y g a tu n k o w e .  N a  p o z io m ie  sekw encj i  n u k le o ty d o -  
wej p o d o b ie ń s tw o  c D N A  genów : grp75  c h o m ik a ,  
pbp74  m yszy,  pbp74  cz ło w ie k a  o ra z  m ysich  g en ó w  
m ot 1/2  w ynosi  p o n a d  9 8 % ,  p rzy  czym  w iększość  zm ian

V-4.  G e n  pbp74 /mot l(2 ) /m lh sp75 m a  c h a r a k te r  k o n s e rw a ty w n y  (ang. conservative re
placements).  N ie  m a  na  razie d a n y c h  czy u innych  
g a t u n k ó w  m o g ą  —  tak  ja k  w p r z y p a d k u  n ie k tó ry c h  
szczepów  m yszy  —  w y s tę p o w a ć  d w a  geny  grp75/m ot.

P r a w d o p o d o b n i e  w szys tk ie  w y m ie n io n e  geny  m a ją  
16 in t r o n ó w  [167, 169], nie są a k ty w o w a n e  po d  
w p ły w em  h ipe r te rm ii ,  n a to m ia s t  ich ek sp re s ja  w z ra s ta  
p o d  w p ły w em  jo n o f o ró w  w ap n io w y c h .

B ia łka  k o d o w a n e  przez  w y m ie n io n e  geny  
g rp 7 5 /m o t /p b p 7 4 /C S A /m th s p 7 5 sy n te z o w a n e  są j a k o  
cząs teczk i p re k u r so ro w e ,  z ich k o ń c a  N  o d sz cz ep ia n y  
jes t  46  aa  p e p ty d  ad resow y .  O b e c n o ś ć  p e p ty d u  a d r e s o 
w ego  w a r u n k u je  t r a n s p o r t  b ia łk a  d o  w n ę trz a  m i t o 
c h o n d r iu m ,  co w skazuje ,  że n a jp r a w d o p o d o b n ie j  w y 
m ie n io n e  geny  k o d u ją  b ia łk o  to ż sa m e  z G R P 7 5 .  
W y k ry w a n ie  tego  b ia łk a  p o z a  m i to c h o n d r iu m  m oże  
być a r te fa k te m ,  b ą d ź  —  co jes t  bardz ie j  p r a w d o p o d o b 
ne —  m oże  o dzw ie rc ied lać  za leżne  od n ie z n a n y c h  
jeszcze  czy n n ik ó w , w e w n ą t r z k o m ó r k o w e  p rze m iesz 
czan ie  się b ia łka .  P ra w d o p o d o b n i e  b ia łk o  to, w za leż 
ności od  ty p u  k o m ó r e k ,  m o ż e  pełnić o d m ie n n e  funkcje. 
S ądzi się m.in.,  że in vivo , w k o m ó r k a c h  p rez en tu ją cy c h  
a n ty g e n  b ia łk a  P B P 7 4  b io rą  u d z ia ł  w p r z y g o to w y w a 
niu  an ty g e n ic z n y c h  p e p ty d ó w  d o  p rezen tac ji  w k o n 
tekście  b ia łek  M H C  II lub /i  o p ie k u ją  się b ia łk a m i  
M H C  II [136],

N a  m o d e lu  m ysich  f ib ro b la s tó w  w y k a z a n o ,  że b ia ł 
ko  p 6 6 moM m a  właściw ości an typ ro l i fe racy jne .  B iałko 
to  w ys tępu je  w cy to p laz m ie ,  a jego  stężenie w zras ta  
w s ta rz e jąc y ch  się k o m ó r k a c h .  M ik ro in ie k c ja  p rze c iw 
cia ła  p rze c iw k o  b ia łk u  p 6 6 mot 1 d o  s ta rze jący ch  się 
f ib ro b la s tó w  linii N Z B  p o w o d u je  p rze jśc iow ą  a k t y w a 
cję p ro l i fe rac y jn ą  k o m ó r e k ,  n a to m ia s t  tran sfe k c ja  
c D N A  mot-1  d o  u n ie śm ie r te ln io n y ch  linii k o m ó r k o 
wych, np. N I H 3 T 3  p rzysp ie sza  s ta rzen ie  się i o b u m ie 
ran ie  k o m ó r e k  [168],  F u z ja  k o m ó r k i  u n ie śm ie r te l 
n ione j  z p ie rw o tn ą  rów n ież  w y k az u je  d o m in u ją c y  
c h a r a k te r  fen o ty p u  an ty p ro l ife ra cy jn eg o .  P r a w d o p o 
d o b n ie  istnieje także  k o re la c ja  p o m ię d z y  częs tośc ią  
p rz e k sz ta łc a n ia  się k o m ó r e k  m ysich  w linie n ie śm ie r 
te lne a g e n o ty p e m  [m ot-1  ( +  ) versus  m ot-1  (-)] szcze
pu, z k tó r e g o  k o m ó r k i  te p o c h o d z ą  [169],

A n ty p ro l i fe rac y jn e  w łaściw ości b ia łk a  p6 6 mot 1 p o 
tw ie rd z a  także  w yn ik  ana lizy  s tężen ia  tego  b ia łk a  i jego  
m R N A  w n a r z ą d a c h  szczura .  B iałko  p 6 6 moM w y k ry w a  
się we w szys tk ich  b a d a n y c h  n a rz ą d a c h ,  j e d n a k  jego  
p o z io m  jest  zn aczn ie  wyższy w k o m ó r k a c h  o o g r a n i 
czonej p roliferacji  (mózg, serce, m ięśn ie  szkieletowe). 
P rzec iw nie ,  z w ię k sz o n a  ek sp res ja  m o r ta l in y ,  p o łą c z o 
n a  z lo k a l iz ac ją  o k o ło ją d r o w ą  b ia łk a  (ekspres ja  genu  
m ot-2  lub  a l te r n a ty w n e  sk ła d an ie  m R N A  g en u  mot-1)  
z w ią z a n a  je s t  z nas ilen iem  proliferacji  k o m ó r e k .  T ak i  
w zó r  ekspresji  m o r ta l in y  o b se rw u je  się m.in. w n o w o 
tw o r a c h  m ó z g u  [170],  Ze w zg lędu  n a  loka lizac ję  
lu d z k ieg o  g enu  m o r ta l in y /grp75  n a  c h r o m o s o m ie  5, 
w reg ion ie  5 q 3 1.1, k tó ry  częs to  u lega delecji w b ia ła c z 
k ac h  szp ik o w y ch  sądzi się, że m o ż e  to  być p o te n c ja ln y  
gen s u p re so ro w y  [170],
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G e n  hst70  szczu ra  [29]  i je g o  m ysi o d p o w ie d n ik  gen 
hsp70.2  [36 ]  zos ta ły  p ie rw o tn ie  s c h a r a k te ry z o w a n e  
j a k o  geny  sw oiste  d la  sp e rm a to g e n e z y ,  b o w iem  ich 
t r a n s k r y p ty  w y k ry w a n o  w yłączn ie  w j ą d r a c h  d o j r z a 
łych p łc io w o  g ryzon i  [36, 171, 172]. T ra n s k r y p c ja  tych  
g en ó w  r o z p o c z y n a  się w sp e rm a to c y ta c h  o s ią g a jąc  
m a k s im u m  w s ta d iu m  p a c h y te n u  [172].  T r a n s k r y p ty  
g e n ó w  hst70 /hsp70 .2  są o b ec n e  ta k ż e  w sp e rm a ty d a c h ,  
nie w ia d o m o  je d n a k  czy geny  te są a k ty w n e  w k o m ó r 
k a c h  p o s tm e jo ty c z n y c h .  G e n y  hst70  i hsp70.2  k o d u ją  
n ie m a l  id e n ty cz n e  b ia łk o  (99%  p o d o b ie ń s tw a  se k w e n 
cji aa) n a z y w a n e  o d p o w ie d n io  r P 7 0  [174]  i P 70  [174].  
F u n k c ja  b ia łk a  nie je s t  d o k ła d n ie  p o z n a n a  w ia d o m o  
je d n a k ,  że je s t  o n o  n ie zb ę d n e  w p roces ie  s p e r m a to g e 
nezy, p o n ie w a ż  sam ce  m yszy  p o z b a w io n e  g en u  hsp70 .2  
(ang. k n o c k -o u t ) są n ie p ło d n e  [175].  K o m p le k s  sy n a p -  
t o n e m a ln y  u s a m c ó w  hsp70.2-/-  rozw ija  się p r a w id ło 
w o d o  p ó ź n y c h  s ta d ió w  p a c h y te n u ,  n as tę p n ie  u lega  
j e d n a k  f ragm entac ji .  P o n ie w a ż  b ia łk o  P 70  w y k ry to  
w asocjacji  z k o m p le k s e m  s y n a p to n e m a ln y m  być m o ż e  
jest o n o  n ie zb ę d n e  w proces ie  łączen ia  się c h r o m o s o 
m ó w  h o m o lo g ic z n y c h  lub  bierze u d z ia ł  w dysoc jac ji  
k o m p le k s u  s y n a p to n e m a ln e g o  [176].  B iałka  P 70  nie 
w y k ry w a  się w k o m p le k s ie  s y n a p to n e m a ln y m  w oocy -  
ta c h  a sam ice  hsp70.2-/~  są p ło d n e  [175].

M e c h a n iz m  regulacji  t r a n sk ry p c j i  g en ó w  hst70  
i hsp70.2  p o z n a n y  jest ty lko  częściow o. P ró b y  z lo k a l i 
z o w a n ia  k o ń c a  5' j e d n o s tk i  t r a n sk ry p c j i  o b u  g e n ó w  
d o p r o w a d z i ły  d o  ró żn y c h  w yn ik ó w ,  co m oże  w y n ik ać  
z is tn ien ia  co na jm nie j  d w ó c h  s ilnych miejsc inicjacji 
t r a n sk ry p c j i  o d d a lo n y c h  od  siebie o o k o ło  260pz [177, 
178]. B a d a n ia  z w y k o rz y s ta n ie m  m yszy  t ransgen icz -  
nych  w y kaza ły ,  że na j is to tn ie jsze  e lem e n ty  regu lacy jne  
„cis” w a r u n k u ją c e  w ysoce  sw o is tą  eksp res ję  genu  hst70  
w j ą d r a c h  z a w a r te  są w 254 nt. f ragm enc ie  D N A  
z lo k a l i z o w a n y m  p o m ię d z y  w y m ie n io n y m i wyżej m ie j
scam i inicjacji t r a n sk ry p c j i  [177].  J e d n y m  z cz y n n ik ó w  
tr a n sk ry p c j i  g enu  hst70 /hsp70 .2  je s t  p r a w d o p o d o b n ie  
b ia łk o  H S F 2  (ang. heat shock fa c to r  2). B ia łko  to  
w y s tęp u je  w sp e rm a to c y ta c h  w zn aczn ie  w yższym  
s tężen iu  niż w innych  k o m ó r k a c h ,  a p o n a d t o  w s p e r 
m a to c y ta c h  z n a jd u je  się w pos tac i  ak ty w n e j ,  zw iązanej  
z se k w e n c jam i p r o m o t o r a  genu  hsp70 .2  [179],

O s t a tn io  w y k a z a n o ,  że ek s p re s ja  g e n ó w  hsp70.2  
i hst70  nie je s t  o g r a n ic z o n a  do  k o m ó r e k  sp e rm a to g e n i-  
cznych. T r a n s k r y p ty  w y m ie n io n y c h  g e n ó w  w y k ry to  
w n ie m a l  w szys tk ich  b a d a n y c h  n a r z ą d a c h  sz cz u ra  
i m yszy, j e d n a k  s to p ień  ekspres ji  je s t  co na jm n ie j  
o 2 rzędy  w ielkości niższy niż w ją d ra c h .  J e d y n y m  
n a rz ą d e m ,  w k tó r y m  gen  hst70  p o d le g a  ca łkow ite j  
represj i  je s t  w ą t r o b a  [178, 180], O so b l iw o śc ią  e k s 
presji g en u  hsp70.2  w n a r z ą d a c h  in n y c h  niż j ą d r a  je s t  
o b e c n o ś ć  t r a n s k r y p tó w  p o c h o d z ą c y c h  z nici n ie k o d u -  
jącej [ 181 ]. W  p r z y p a d k u  m ó z g u  o b s e rw o w a n o  d o d a t 
k o w o  re g io n a ln e  z ró ż n ic o w a n ie  p o z io m u  t r a n s k r y p 
tó w  p o c h o d z ą c y c h  z o b u  nici [182];  w h ip o k a m p ie

V-5.  G en  hst70 hsp70.2/HSPA2 w y k ry w a n o  głów nie  t r a n sk ry p ty  nici kodu jące j  (2.7 kz), 
n a to m ia s t  w p o z o s ta ły c h  o b s z a ra c h  p rz e w a ż a ją  t r a n s 
k ry p ty  nici n ie k o d u jąc e j  (2.8 kz). Z n ac ze n ie  t r a n s k r y 
pcji z nici n ie k o d u jąc e j  g e n ó w  hsp70 .2 /hs t70  nie jes t 
znane.

Słabiej niż geny  hst70  i hsp70.2  s c h a r a k te ry z o w a n y  
jes t  ich ludzk i o d p o w ie d n ik ,  gen H S P A 2  [13 ] .  S e k w e n 
cja aa  b ia łk a  k o d o w a n e g o  przez  gen H S P A 2  jes t  
w 9 8 %  p o d o b n a  d o  sekw encji aa  b ia łek  P70. N a j b a r 
dziej i s to tn ą  s t r u k tu r a l n ą  ró żn ic ą  p o m ię d z y  g en a m i 
g ryzon i  i cz łow ieka  jest o b e c n o ść  d o d a tk o w y c h  6 a m i 
n o k w a s ó w  w p o b liż u  k o ń c a  C  b ia łk a  H S P A 2 .  M im o  
zn a c z n e g o  p o d o b ie ń s tw a  sekw encji  D N A  w d o m n ie 
m a n y m  reg ion ie  p r o m o t o r a  g e n ó w  hsp70 .2 , hst70  
i H S P A 2  ty lko  gen ludzk i t r a n s k r y b o w a n y  je s t  w y d a j 
nie we w szys tk ich  n a r z ą d a c h ,  z a c h o w u ją c  j e d n a k  n a j 
wyższy p o z io m  ekspres ji  w j ą d r a c h  i na jn iższy  w w ą t 
robie. P o n ie w a ż  ek sp re s ja  g en ó w  hs t70 /hsp70 .2 /  
H S P A 2  nie je s t  o g r a n ic z o n a  do  k o m ó r e k  s p e rm a to g e -  

n icznych  być m o ż e  b ia łk a  k o d o w a n e  przez  te geny  
pe łn ią  bardz ie j  u n iw e rsa ln ą  funkcję.

V-6. Gen hsc70t

G e n  hsc70t  m yszy  [35 ]  t r a n s k r y b o w a n y  jest we 
w czesnych  sp e rm a ty d a c h .  O r to lo g ic z n e  geny  cz łow ie
k a  i szczu ra  to  o d p o w ie d n io :  H S P 7 0 -H o m  [11]  
i hsp70.3  [27 ].  U w szys tk ich  trzech  g a t u n k ó w  gen ten  
z lo k a l iz o w a n y  jes t  w e w n ą t rz  reg ionu  M H C  III g łó w 
nego  k o m p le k s u  zg o d n o śc i  tk a n k o w e j  w sąs iedz tw ie  
d w ó c h  in d u k o w a ln y c h  gen ó w  hsp70i (w o d w ró c o n e j  
w s to s u n k u  d o  nich o r ien tac j i  (Ryc. 2)).

G e n y  hsc70t, H S P 7 0 -H o m  i hist70  z a w ie ra ją  in t ro n  
o w ielkości o k o ło  4 kpz. z lo k a l iz o w a n y  w n ie k o d u jąc e j  
części 5' j e d n o s tk i  t r a n sk ry p c j i  [183, d a n e  n ie p u b 
l ik o w a n e ] ,  S p ra w ia  to, że m ie jsca  inicjacji t r a n sk ry p c j i  
genu  hsc70t  i są s iedn iego  g enu  hsp70.3  o d d a l o n e  są 
je d y n ie  o o k o ło  600 pz. (Ryc. 2). B a d a n ia  m e c h a n iz m u  
regulacji  ekspres ji  g enu  hsc70t  są we w stępnej fazie. 
D o ty c h c z a s  w y k a z a n o ,  że w e w n ą t rz  sekwencji  k o d u j ą 
cej in d u k o w a ln e g o  te rm iczn ie  g enu  hsp70.3  z n a jd u ją  
się sekw encje  D N A  b lo k u ją c e  ekspres ję  (ang. “silencer  
sequences")  g enu  hsc70t  w k o m ó r k a c h  so m a ty c z n y c h  
[183].  F u n k c ja  b ia łk a  H S C 7 0 T  nie jes t  z n a n a ,  je s t  
j e d n a k  p r a w d o p o d o b n ie  o g r a n ic z o n a  d o  p ro c e su  sper- 
m iogenezy ,  p o n ie w a ż  d o ty c h c z a s  nie w y k a z a n o  i s to t 
nej ekspres ji  g enu  h sc 7 0 t /h sp 7 0 .3 /H S P 7 0 -H o m  w in 
nych  k o m ó r k a c h  o p ró c z  w czesnych  sp e rm a ty d .

V-7. Inne

O p r ó c z  o p isa n y c h  wyżej genów , k tó ry c h  w za jem n e  
p o d o b ie ń s tw o  sekwencji  n u k le o ty d ó w  w ynosi co n a j 
mniej 7 0 %  d o  ro d z in y  h sp 7 0  za liczane  m o g ą  być t a k 
że geny  k o d u ją c e  b ia łk a  w y k az u jąc e  bardz ie j  o d le 
głe p o d o b ie ń s tw o  s t r u k tu r a ln e  z g łó w n y m i b ia łk a 
mi hsp70.

Gen stch. G e n  S T C H  cz łow ieka  jes t gen e m  un ik a l-
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n y m  i k o d u je  b ia łk o  w y s tę p u jąc e  p r a w d o p o d o b n ie  
w e w n ą t rz  ER, w y k a z u ją c e  a k ty w n o ś ć  A T P - a z y  n ie za 
leżną  od  s tym ulac ji  p e p ty d e m  [184],  B ia łko  S T C H
0 m as ie  o k o ło  60 k D a ,  m a  n a  k o ń c u  N h y d r o fo b o w ą  
sekw enc ję  a a  o ce ch a ch  sekwencji  sygna łow ej.  B iałko 
z a c h o w u je  je d y n ie  częśc iow o o g ó ln y  p la n  b u d o w y  
ty p o w y  d la  H S P 7 0 ,  nie m a  o n o  b o w iem  d o m e n y  
w iążącej pep ty d .  D o m e n a  A T P - a z o w a  m a  s t r u k tu r ę  
ty p o w ą  d la  b ia łek  H S P 7 0 ,  lecz za w ie ra  h e te ro g e n n ą  
w s ta w k ę  o d ługośc i  50 aa . B ia łko  S T C H  w y k az u je  
o d p o w ie d n io  3 3 %  i 4 3 %  p o d o b ie ń s tw a  d o  d o m e n y  
A T P -a z o w e j  b ia łek  H S P 7 0  i G R P 7 8 .  F u n k c ja  b ia łk a  
nie je s t  z n a n a .  N ie  są ró w n ież  z n a n e  m e c h a n iz m y  
reg u lu jące  a k ty w n o ś ć  A T P - a z o w ą  b ia łk a  S T C H .  G e n  
S T C H  je s t  a k ty w n y  we w szys tk ich  ty p a c h  k o m ó r e k  
lu d z k ich  p rzy  czym  o b se rw u je  się d w a  t r a n s k r y p ty  (4,4
1 2,4 tys. nt.); ek sp re s ja  g enu  zw iększa  się p o d  w p ływ em  
n ie d o b o r u  w a p n ia  lecz nie p o d  w p ły w em  h iperte rm ii .  
O d p o w ia d a ją c e  genow i S T C H  geny  szczu ra  i myszy 
nie zo s ta ły  sk lo n o w a n e .

Gen hsp70R Y .  c D N A  g en u  H S P 7 0 R Y zo s ta ł  s k lo n o 
w a n y  z ludzkiej linii k o m ó r k o w e j  w y p ro w a d z o n e j  
z l im focy tów  B p a c je n ta  z n ie d o b o re m  le u k o c y ta rn y c h  
b ia łek  p rz y le g a n ia  (ang. leukocy te  adhesion molecules  
deficiency)  t r a n s fo rm o w a n e j  w iru sem  E p s te in a -B a r r  
(ang. E B V )  [14 ] .  N a  p o d s ta w ie  sekw encji  nu k leo -  
tydow ej c D N A  p rze w id u je  się, że b ia łk o  H S P 7 0 R Y  
s k ła d a  się z 701 a m in o k w a s ó w ,  p o s ia d a  ty p o w ą  d o m e 
nę A T P - a z o w ą ,  d o m e n ę  C - k o ń c o w ą  w ią ż ą c ą  p ep ty d  
o r a z  cz te ry  p o te n c ja ln e  m ie jsca  N -g l ikozylacj i .  G e n  
k o d u je  t r a n s k r y p t  o d ługośc i  3,0 tys. nt.  sy n te ty z o w a n y  
k o n s ty tu ty w n ie  we w szys tk ich  b a d a n y c h  l in iach  k o 
m ó re k  lu d z k ich  [14, 185], G e n  H S P 7 0 R Y  c z łow ieka  
w y k a z u je  je d y n ie  o k o ło  3 3 -3 4 %  p o d o b ie ń s tw a  se k 
wencji n u k le o ty d o w e j  d o  g e n ó w  H S P 7 0 ,  H S C 7 0  
i G R P 7 8  [1 8 5 ] ,  w y k az u je  o n  n a to m ia s t  znaczn ie  
w iększe  p o d o b ie ń s tw o  d o  pew nej g ru p y  sekw encji  
n u k le o ty d o w y c h  z n a jd o w a n y c h  w e w n ą t rz  g e n ó w  k o 
d u ją c y c h  ch o m icz e  b ia łk a  H S P 1 1 0  [186]  o ra z  
G R P 1 7 0  [1 8 7 ] ,  m ysie  b ia łk o  HSP105oc [188 ]  czy 
re c e p to r  sp e rm y  z ja ja  je ż o w c a  [189].  Szczególn ie  
w ysok ie  p o d o b ie ń s tw o  sekw encji  n u k le o ty d o w e j /a m i -  
n o k w aso w e j  w ystępu je  w o b ręb ie  d o m e n y  A T P -azo w e j  
( p r a w d o p o d o b n ie  n ie funkc jona lne j)  tych  b ia łek . P o 
d o b ie ń s tw o  b ia łek  HSP105oc i H S P 7 0 R Y  d o  r e c e p to ra  
sp e rm y  z j a j a  je ż o w c a  w ynos i  o d p o w ie d n io :  72 i 50% . 
P o n a d to ,  w sekwencji  b ia łek  H S P 7 0 R Y  i r e c e p to ra  
sp e rm y  z j a j a  je ż o w c a  o b se rw u je  się d ru g i  reg ion  
o znacznej h o m o lo g i i ,  co sugeru je ,  że b ia łk a  te na leżą  
d o  o d rę b n e j  ro d z in y  bia łek .  P o w y ż sze  obse rw ac je  
w sk az u ją ,  że gen H S P 7 0 R Y je s t  ew o lucy jn ie  bardz ie j  
od leg ły  o d  ty p o w y c h  g e n ó w  ro d z in y  hsp70. F u n k c ja  
b ia łk a  H S P 7 0 R Y  nie je s t  z n a n a .

Gen H S 2 4 /p 5 2 .  G e n  s k lo n o w a n o  j a k o  c D N A  z linii 
k o m ó r k o w e j  H S 2 4  w y p ro w a d z o n e j  z lu d z k ieg o  r a k a  
p łu c  [190].  P r a w d o p o d o b n i e  p o d o b n y  gen w ys tępu je  
w g e n o m ie  m yszy. G e n  k o d u je  b ia łk o  sk ła d a ją c e  się 
z 474 aa ,  p rzy  czym  jed y n ie  se k w e n c ja  p ie rw szych  404

a a  jes t p o d o b n a  d o  b ia łek  ro d z in y  H S P 7 0 .  O s ta tn ie  70 
a a  k o ń c a  C  jest sekw enc ją  u n ik a ln ą .  G e n  za w ie ra  co 
n a jm n ie j  5 in t ro n ó w ;  eksp res ję  genu  w y k ry to  w wielu 
lin iach  k o m ó r k o w y c h .  P o z o s ta łe  w łaściwości w y m ie 
n io n e g o  genu  są s ła b o  s c h a ra k te ry z o w a n e .

Gen C B P -140 .  G e n  s k lo n o w a n y  j a k o  c D N A  z k o 
m ó re k  F9 r a k a  z a r o d k o w e g o  myszy. G e n  k o d u je  
b ia łk o  o w ielkości 140 k D a  rezydu jące  w ER i m a jące  
w łaśc iw ość  w iąz an ia  w ap n ia .  S ekw enc ja  o k o ło  200 aa  
k o ń c a  N  b ia łk a  w y k az u je  częściow e p o d o b ie ń s tw o  
(5 3 % ) d o  sekwencji  a a  k o ń c a  N  ludzk iego  b ia łk a  
H S P 7 0 B '  [191],

P r a w d o p o d o b n i e  g e n ó w  p o d o b n e g o  ty p u  j a k  w y 
m ie n io n e  pow'yżej, a więc w y k az u jąc y ch  o g ó ln e  n ie
wielk ie  p o d o b ie ń s tw a  d o  g łó w n y ch  g en ó w  hsp7() lub 
w y k a z u ją c e  p o d o b ie ń s tw o  je d y n ie  w p e w n y m  frag 
m enc ie  części k o d u ją ce j  m oże  być więcej. P rz y p u s z 
czenie tak ie  jest  u z a sa d n io n e ,  b ow iem  w g e n o m a c h  
ssaków' w y k ry to  wiele reg io n ó w  z a w ie ra jąc y ch  se k 
w encje D N A  o z n a c z n y m  s to p n iu  p o d o b ie ń s tw a  do  
g en ó w  hsp70  [192].

VI. Uwagi końcowe

W łaśc iw ości  genów' i b ia łek  s t resu  a w szczególnośc i  
n a leżących  d o  ro d z in y  hsp70  są p r z e d m io te m  c o ra z  
b a rdz ie j  in te n sy w n y ch  b a d a ń .  W y n ik a  to  z co ra z  
pełn ie jszego  ro z u m ie n ia  roli tych  bia łek  w' k o n t r o l o w a 
n iu  ró żn y c h  p ro c e só w  k o m ó r k o w y c h  o ra z  ich funkcji  
cy to p ro tek cy jn e j .  S zczególn ie  in te resu jący  jes t  udzia ł 
n ie k tó ry c h  b ia łek  H S P 7 0  w m o d y f ik o w a n iu  o d p o w ie 
dzi im m u n o lo g ic z n e j  o ra z  ich p r a w d o p o d o b n y  z w ią 
zek z w ie lo m a  s ta n a m i  p a to lo g ic zn y m i [88, 193, 194], 
J a k o  b ia łk a  o p ie k u ń cz e ,  k tó ry c h  is to tą  d z ia ła n ia  jest 
tw o rze n ie  k o m p le k s ó w  z p e p ty d a m i  su b s t ra to w y m i ,  
s ta n o w ią  one  p rz e d m io t  z a in te re so w a n ia  b a d a c z y  za j
m u ją c y c h  się k o n s t r u o w a n ie m  szczep ionek  przeciw - 
n o w o tw o ro w y c h  i p rze c iw w iru so w y ch  [195, 196]. P o 
n a d t o  z d o ln o ść  n ie k tó ry c h  g e n ó w  ro d z in y  hsp70  do  
silnej ekspres ji  p o d  w p ły w em  szkod liw ych  c z y n n ik ó w  
ś r o d o w isk o w y c h  im p l ik u je  p o te n c ja ln e  w y k o rz y s ta 
nie b ia łek  H S P 7 0  j a k o  b io m a r k e r ó w  skażeń  ś r o d o w is 
k a  [197].
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Molekularne podłoże przewlekłej choroby ziarniniakowej

Molecular basis of chronic granulomatous disease

C E Z A R Y  Ż E K A N O W S K I 1, 
H A N N A  S K O P C Z Y Ń S K A 2

Spis treści:

I. Fagocyty i wybuch oddechowy
II. Molekularne podłoże zabijania bakterii
III. Regulacja układu oksydazy zależnej od NADPH
IV. Przewlekła choroba ziarniniakowa powodowana jest 

uszkodzeniami różnych składników układu oksydazy 
N A D PH

V. Wpływ aktywności oksydazy N A D PH  na funkcje fago- 
cytów

VI. Diagnostyka CGD
VII. Nadzieje: somatyczna terapia genowa

Contents:

I. Phagocytes and respiratory burst
II. Molecular basis of fagocyte killing activity
III. Regulation of N A D PH  oxidase activity
IV. CGD is caused by defects of various parts of the oxidase
V. N ADPH  oxidase and phagocytes functions
VI. Biochemical and molecular diagnosis of CGD
VII. Promises: somatic gene therapy

Wykaz stosowanych skrótów: C G D  — chronic granuloma- 
tous disease, przewlekła choroba ziarniniakowa; RFT rea
ktywne formy tlenu; p22pho\  gp91phox błonowe podjednos- 
tki cytochromu b 558; P47phox, P67phox, p21rac, Racl.  Rac2, 
Rapl A cytoplazmatyczne składniki kompleksu oksydazy 
zależnej od N A D P H ; rhoG D I G D P  (dissociation inhibitor 
protein), czynnik hamujący dysocjację GD P; GAP (GTPase 
activitating protein), białko aktywujące GTPazç; G E F  (gu- 
anine nucleotide échangé jactor), czynnik wymiany nuk- 
leotydów guaninowych; LM W G  — (Iow molecular weight 
GTP hinding protein), niskocząsteczkowe białko wiążące 
GTP; G D S G D P  (dissociation stimulator), czynnik stymu
lujący dysocjację G D P; CYBB, CYBA  geny kodujące 
większą i mniejszą podjednostkę cytochromu b s?8; NCF1.  
NCF2  geny kodujące p47ptlox i p67phox; NOS — syntaza 
tlenku azotu; NBT — (nitro-hlue tétrazolium), błękit tet- 
razoliowy; PM A (phorhol myristate acetate), tetradekanoi- 
looctan forbolu, SH3, SH2 (src homology region 3/2), 
domena 2/3 homologii src.

I. Fagocyty i wybuch oddechowy

P ie rw szą  linię o b r o n y  o r g a n iz m u  lu d z k ieg o  przed  
m ik r o o r g a n iz m a m i  s ta n o w ią  k o m ó r k i  fagocytu jące: 
neu trofile ,  eozynofile ,  m o n o c y ty  i m a k ro fag i .  J ak  
w sk az u je  ich p o to c z n a  n a z w a  (fagocyty), są o n e  zd o ln e  
d o  p o c h ła n ia n ia  i t r a w ie n ia  ró ż n y c h  cząs tek .  P roces  
ten  jes t  n a jb a rd z ie j  w y d a jn y  i specyficzny w o b ec  
m ik r o o r g a n iz m ó w ,  r o z p o z n a n y c h  p rzez  u k ła d  i m m u 
nolog iczny . Cel w y z n a c z a ją  p rzec iw cia ła ,  o p ła szc za jąc  
o b ce  cząs tk i ,  k tó r e  n a s tę p n ie  p rzy  udzia le  d o p e łn ia c z a  
łączą się z r e c e p to ra m i  fagocy tów . A by  p o ch ło n ię te

1 Dr, Zakład Genetyki Instytutu Matki i Dziecka, ul. 
Kasprzaka 17A, 01-211 Warszawa; e-mail:insmatki(« war- 
man. com. pl; 2 lek. med„ Klinika Immunologii Instytutu 
„Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka”, Al. Dzieci Polskich
20, 04-736 Warszawa; e-mail:immuno(« czd.waw.pl.

b a k te r ie  nie n a m n a ż a ły  się w e w n ą t rz  k o m ó r e k  ż e r 
nych, m u sz ą  z o s tać  zabite . J e d n y m  z is to tn y c h  e le m e n 
tó w  tego  p ro ce su  jes t tzw. w y b u ch  o d d e c h o w y  (ang. 
respora tory  burst)  podczas ,  k tó re g o  p o w s ta ją  r e a k ty w 
ne fo rm y  tlenu  (R F T )  [1],

B a d a n ia  w y b u c h u  o d d e c h o w e g o  d o p r o w a d z i ły  d o  
o d k r y c ia  m o le k u la rn y c h  p o d s ta w  przew lekłe j c h o r o b y  
z ia rn in ia k o w e j  (ang. chronic granu lom atous  disease  

-  C G D ) ,  zw anej też. z ia rn ic ą  sep tyczną .  F a g o c y ty  
ch o ry c h  na  tę s to s u n k o w o  rz a d k ą  (1:250.000), u w a 
r u n k o w a n ą  gene tyczn ie  c h o ro b ę ,  m a ją  u p o ś le d z o n ą  
z d o ln o ść  za b i ja n ia  p a to g e n ó w .  U p o d s ta w  c h o r o b y  
leży u sz k o d ze n ie  o k sy d a z y  zależnej o d  N A D P H  
(E C  1.6.99.1), e n z y m u  n ie zb ę d n eg o  do  w y tw a r z a n ia  
R F T  [2-4],

U ch o ry c h  z C G D  m ik r o o r g a n iz m y ,  k tó r e  p r z e 
t rw a ły  we w n ę trz u  fagocy tów , p rz e d o s ta ją  się w ra z  
z n im i d o  u k ła d u  l im fa tycznego  i z o s ta ją  p rze n ie s io n e  
d o  od leg łych  miejsc w o rgan izm ie .  S tąd ,  w c iągu  
p ie rw szych  la t życia ch o ry c h ,  o b se rw u je  się s ta n y  
z a p a ln e  szyjnych i p a c h w in o w y c h  w ęzłów  c h ło n n y c h .  
Częste  są ro p n ie  w ą tro b y ,  p łuc  i skóry .  P o ja w ia ją  się 
n a w ra c a ją c e  z a p a le n ia  j a m y  ustne j,  dziąseł,  p łuc . d r ó g  
m o c z o w y c h  i p r z e w o d u  p o k a r m o w e g o  [5, 6], T w o r z e 
nie się z ia n in ia k ó w  m o ż e  p ro w a d z ić  d o  dysfunkcji  
m e ch a n icz n e j  n a r z ą d ó w  za w ie ra jąc y ch  św ia tło ,  a więc 
u k ła d u  o d d ec h o w eg o ,  p o k a r m o w e g o  i m o c zo w eg o  [7],

Z a k a ż e n ia  u c h o ry c h  z C G D  p o w o d u ją  b a k te r ie  
w y s tę p u jąc e  pospo lic ie  w o to c ze n iu  cz łow ieka: S tap-  
hylococcus aareus , P seudom onas spp., N ocard ia  spp., 
Salm onella  spp., Klebsie lla  spp. i A erobac te r  spp. N a j 
pow ażn ie jsze  i częs to  śm ier te lne  k o m p lik a c je  p o w o d u 
j ą  infekcje grzyb icze  płuc, w ą t r o b y  i kości,  w 'yw ołane 
przez  A sperg illus  fu m ig a tu s  [5, 6], W iele z w y m ie n io 
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nych  m ik r o o r g a n iz m ó w  w y k az u je  a k ty w n o ś ć  k a ta la -  
zy, co zm n ie jsza  m oż liw ość  ich za b i ja n ia ,  p rze z  w y
tw a r z a n y  p rzez  nie sa m e  w e w n ą t rz  w a k u o l  f a g o c y ta r -  
nych  H 20 2 .

R o k o w a n ie  w C G D  nie je s t  d o b re .  W ięk sz o ść  c h o 
rych u m ie ra  w drugie j  lub  trzeciej d e k a d z ie  życia. 
D łu g o ść  życ ia  ch o ry c h  zw iększyła  się p o  w p r o w a d z e 
n iu  w la ta c h  70-tych  p ro f i lak ty k i  a n ty b io ty k o w e j  
z a k a ż e ń  b a k te ry jn y c h ,  a w n a s tę p n y m  dziesięcio lec iu  
p ro f i la k ty k i  p rzeciw grzybicze j [5, 8],

II. Molekularne podłoże zabijania drobnoust
rojów przez fagocyty

O k s y d a z a  z a le żn a  o d  N A D P H  je s t  w ie lo s k ła d n ik o 
w ym  e n z y m e m , z lo k a l i z o w a n y m  w b ło n ie  p la z m a ty c z -  
nej fagocy tów . O k s y d a z a  uczes tn iczy  w t r a n s p o r c ie  
e l e k t r o n ó w  p o p rz e z  b łonę ,  tw o rz ą c  p o  jej ze w n ę trzn e j  
stron ie ,  we w n ę trz u  fag o so m ó w , a n io n o r o d n i k  p o n a d -  
tlenkow y:

2 0 2 +  N A D P H  ^ N A D P + + 2 * 0 7  +  H +

M ik r o o r g a n iz m y  p o c h ło n ię te  p rzez  fagocy ty  z a b i j a 
ne są p rze z  a n i o n o r o d n i k  p o n a d t le n k o w y  o r a z  jego  
p o c h o d n e :  n a d t le n e k  w o d o ru ,  p o d c h lo ry n ,  ro d n ik  h y 
d r o k s y lo w y  i inne. N a d t le n e k  w o d o r u  tw o rz y  się 
s p o n ta n ic z n ie ,  b ą d ź  z u d z ia łem  d y s m u ta z y  p o n a d t l e n -  
kowej,  w reakcji  2 * 0 ,  +  2 F D  -> H 20 2 +  0 2 . N a s t ę p 
nie, w reakc ji  H a b e ra -W e is s a  H 20 2 rea g u je  z * 0 2 
d a ją c  ro d n ik  h y d ro k sy lo w y  i j o n  h y d ro k sy lo w y .  Z  w ię
kszą  w y d a jn o ś c ią  O H *  p o w s ta je  w reakcji  F e n to n a ,  
w ob ec n o śc i  j o n ó w  F e 2+ i C u 2 4 . R o d n ik  h y d r o 
ksy low y je s t  j e d n y m  z na jb a rd z ie j  to k sy c z n y c h ,  choć  
s to s u n k o w o  k r ó tk o t r w a ły c h ,  p r o d u k tó w  fagocy tów .

Z a s a d n ic z y m ,  b ło n o w y m  s k ła d n ik ie m  o k s y d a z y  jest 
c y to c h r o m  b 558 , zd o ln y  d o  b e z p o ś red n ie j  redukc ji  
t lenu  cząs tec zk o w eg o .  P rz e n o sz e n iu  e l e k t r o n ó w  z w e
w n ą t r z k o m ó r k o w e j  puli N A D P H  n a  cząs teczk i  t lenu  
to w a rz y sz y  u su w a n ie  p r o to n ó w ,  p o p rz e z  a k t y w o w a n y  
przez  a r a c h id o n ia n  k a n a ł  b ło n o w y .  Je g o  a k ty w n o ś ć  
z a p o b ie g a  p o w s ta w a n iu  n iefizjologicznej ró żn ic y  p o 
tenc ja łu  p o  o b u  s t r o n a c h  b ło n y  [9].

C y t o c h r o m  b 358 , s k ła d a  się z p o d je d n o s tk i  m niejszej 
(p22phox) o r a z  silnie g l ikozy low ane j ,  w iększej ( g p 9 1phox). 
P o d je d n o s t k a  w iększa  o b e jm u je  dw ie  c h a r a k te r y s t y c z 
ne d o m e n y .  J e d n ą  z nich  jest w ysoce  h y d r o fo b o w y  
f ra g m e n t  N -k o ń c o w y ,  z p ię c io m a  h e l ik a ln y m i s t r u k 
tu r a m i  t r a n s m e m b r a n o w y m i ,  tw o rz ą c y m i  k a n a ł  we- 
w n ą t r z b ło n o w y  [10],  W  części c y to p la z m a ty c z n e j  tej 
d o m e n y  z n a jd u je  się pięć p o te n c ja ln y c h  m ie jsc  g likozy-  
lacji [11, 12], D r u g ą  d o m e n ę  tw o rz y  część C - k o ń c o w a  
b ia łka ,  k t ó r a  p rz y k ry w a  k a n a ł  b ło n o w y  i tw o rz y  
zag łęb ien ie  n a  N A D P H  o ra z  F A D .  T a  część g p 9 1 phox 
w y k az u je  a k ty w n o ś ć  d e h y d r o g e n a z y  flaw inow ej.  
Z  F A D  e le k t ro n y  p rz e k a z y w a n e  są n a  d w a  p ie rśc ien ie  
hem o w e ,  u lo k o w a n e  w o d c in k u  w e w n ą t r z b ło n o w y m  
d o m e n y  N -k o ń c o w e j  [13],  M ożliw e,  że fu n k c jo n u je  
ró w n ież  a l t e r n a ty w n a  d r o g a  p r z e k a z y w a n ia  e l e k t r o 

n ó w  z N A D P H  n a  u k ła d  h e m o w y  p o p rz e z  j e d n ą  lub 
więcej d e h y d r o g e n a z  za leżnych  od  F A D .  Z a sa d n ic z y  
p la n  b u d o w y  C - k o ń c o w e j  części g p 9 1 phox w sp ó ln y  jes t 
wielu r e d u k ta z o m  f e r r o d o k s y n a /N A D P  [14],

W  b u d o w ie  d o m e n y  t r a n s m e m b r a n o w e j  uczes tn iczy  
ró w n ież  część N  k o ń c a  p o d je d n o s tk i  p 2 2 phox, z a w ie r a 
j ą c a  h y d r o fo b o w e  s t r u k tu r y  he l ika lne  [15],

N A D P H  w y tw a r z a n y  jes t  w zu ż y w ają cy m  tlen cyk lu  
p e n to z o w 'o - fo s fo ra n o w y m , k tó re g o  a k ty w n o ś ć  w z r a s 
ta  zn a cz n ie  w  czas ie  fagocy tozy ,  p o w o d u ją c  z w ię k 
szone  z a p o t r z e b o w a n ie  fagocy tów  n a  tlen.

III. Regulacja układu oksydazy zależnej od 
N A D P H

R egu lac ja  a k ty w n o ś c i  o k sy d a z y  jest w ie lo s to p n io w a  
i s k o m p l ik o w a n a ,  co s ta n o w i  za bezp ieczen ie  p rze d  
p r z y p a d k o w y m  u w a ln ia n ie m  szk o d liw y ch  r o d n ik ó w
1 jo n ó w .  D zięk i  te m u  re a k ty w n e  fo rm y  t lenu  p o w s ta ją  
w k ró tk i  czas p o  e n d o c y to z ie ,  we w n ę trz u  fag o so m ó w . 
S to s u n k o w o  n iew ie lk ie  ilości R F T  u w a ln ia n e  są n a  
z e w n ą t rz  fagocy tów .

W  nie p o b u d z o n y c h  fag o c y tac h  o k s y d a z a  je s t  n ie a k 
ty w n a ,  a jej s k ła d n ik i  z n a jd u ją  się w ró ż n y c h  m ie jscach  
k o m ó rk i .  A k ty w a c ja  e n z y m u  p o w o d o w a n a  jes t n a j 
częściej p rz y łą cz en ie m  d o  b ło n y  k o m ó r k o w e j  op ła sz -  
cz o n eg o  p rze c iw c ia ła m i m ik r o o r g a n iz m u .  Z n a n e  są 
ta k że  specyficzne sygna ły  w yzw ala jące  jej a k ty w n o ś ć  
np.: leu k o tr ien y ,  f ra g m e n t  C5 d o p e łn iac za ,  e s try  for- 
bo lu ,  f luo rk i  czy c h e m o ta k ty c z n y  p e p ty d  tw o rz ą c y  
k o n ie c  N n ie k tó ry c h  bia łek  b ak te ry jn y ch .

A k ty w a c ja  fag o c y tó w  p ro w a d z i  d o  p o w s ta n ia  k o m 
p leksu  o k s y d a z y  i w y m a g a  o b ecn o śc i  k i lku  c z y n n ik ó w  
c y to p la z m a ty c z n y c h  (Ryc. 1). N ie k tó re  z n ich  p r z y łą 
cza ją  się d o  c y to p la z m a ty c z n y c h  f ra g m e n tó w  cy to-  
c h r o m u  b 558. N a jw a żn ie jsz e  z nich to  b ia łka :  p 4 7 phox, 
p 6 7 pll0X i p 4 0 phox. Z a w ie ra ją  o n e  c h a r a k te ry s ty c z n e  
d o m e n y  S H 3  {src hom o logy  region  i ,  dom ena  3 homo-  
logii src), u m o ż l iw ia jąc e  p rzy łączen ie  d o  b o g a ty c h  
w p ro l in ę  f ra g m e n tó w  innych  p o l ip e p ty d ó w  (np. d o  
siebie n a w z a je m  o r a z  p 2 2 phl,x). B ia łka  za w ie ra jąc e  
m o ty w y  S H 3  i p o d o b n e  d o  nich  m o ty w y  S H 2  ( d o m e n a
2 h o m o lo g i i  src), uczes tn iczą  w p rz e k a z y w a n iu  syg 
n a łó w  w k o m ó rc e ,  „ k ie ru ją c ” b ia łk a  je  zaw ie ra jące  do  
k in a z  ty ro z y n o w y c h  [16, 17],

W  k o m ó r k a c h  z n ie a k ty w n ą  o k s y d a z ą  b ia łk a  
p 4 7 phox, p 6 7 phox i p 4 0 phox są ze s o b ą  z w ią za n e  i tw o rz ą  
w c y to p la z m ie  k o m p le k s  o m asie  240-300  k D  [18].  
W  czasie ak ty w a c j i  f ag o c y tó w  p 4 7 phox, p 6 7 phox u lega ją  
fosforylacji  i w ra z  z p 4 0 phox t r a n s p o r to w a n e  są do  
o d c in k a  b ło n y  k o m ó r k o w e j  tw o rz ą c e g o  w a k u o lę  fago- 
c y ta rn ą .  F o s fo ry la c ja  j78Ser b ia łk a  p 4 7 phox u w a ln ia  
p 6 7 ph°x o r a z  ocjs}a n ia  d o m e n y  SH 3, u m o ż l iw ia ją c  ich 

o d d z ia ły w a n ie  z p o d je d n o s tk ą  m n ie jszą  oksy d a zy .  
p 6 7 phox p o z o s ta je  zw ią za n e  z p 4 7 phox p o p rz e z  p 4 0 phox, 
k tó r e  z kole i je s t  z a k o tw ic z o n e  w cy toszk ie lec ie  k o m ó 
rki. B ia łko  p 6 7 phox w iąże a k ty w n y  cz y n n ik  R a c - G T P  
(58Lys), a ta k ż e  p rzy łą cz a  się d o  re jo n u  C -k o ń c o w e g o
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p o d je d n o s tk i  większej c y to c h r o m u  b 558 [19].
B ia łka  p 4 7 phox, p 6 7 phox u ła tw ia ją  p r a w d o p o d o b n ie  

t r a n s p o r t  e l e k t r o n ó w  d o  c e n t r u m  f law in o w eg o  i dalej, 
d o  p ierścieni h e m o w y c h  [20],  N a to m ia s t  p 4 0 phox 
w u k ła d a c h  in vitro  h a m u je  a k ty w n o ś ć  oksy d a zy ,  
w s p ó łz a w o d n ic z ą c  z p 6 7 phox o b o g a tą  w p ro l in y  se k 
wencję  w o b rę b ie  p 4 7 phox [21].

K o le jn y  s k ła d n ik  u k ła d u  —  b ia łk o  p 2 1rac należy  do  
ro d z in y  m a ły c h  bia łek  w iążących  G T P  (ang. Iow 
m olecular weight G T P  binding prote in  —  L M W G , 
n isk o czą s tec zko w e  białka w iążące GTP). N a jb a rd z ie j  
z n a n y m i p rz e d s taw ic ie lam i tej ro d z in y  są o n k o g e n y  
ras. In n e  b ia łk a  tej g r u p y  uczes tn iczą  w wielu is to tn y ch  
fu n k c ja ch  k o m ó r k o w y c h :  p rz e k a z y w a n iu  sy g n a łó w  od 
r e c e p to ró w  b ło n o w y c h ,  o rgan izac j i  cy to szk ie le tu ,  
w w e w n ą t r z k o m ó r k o w y m  t r a n s p o rc ie  w a k u o l i  o ra z  
egzocy toz ie .  C h a ra k te ry s ty c z n ą  cechą  b ia łek  L M W G  
jes t  a k ty w n o ś ć  G T P a z y  o ra z  p o w o ln a ,  s p o n ta n ic z n a  
w y m ia n a  z w ią z a n e g o  G D P  n a  G T P .  P rz y jm u je  się, że 
cykl iczne z m ia n y  fo rm y  w iążącej G D P  w fo rm ę  w ią ż ą 
cą G T P ,  s ta n o w ią  rodza j  „ m o le k u la r n e g o  p rze łąc z 
n ik a ” w p ły w a ją ce g o  p o p rz e z  z m ia n ę  k o n fo rm a c j i  na  
a k ty w n o ś ć  z w ią z a n y c h  z n im i b ia łek. W iększość  b ia łek  
L M W G  ulega p o t r a n s la c y jn y m  m o d y f ik a c jo m ,  is to t 
nym  d la  p o p ra w n e j  loka lizac ji  w e w n ą t r z k o m ó r k o w e j .

B a d a n ia  in vitro  w sk az u ją ,  że p 2 1rac je s t  n ie z b ę d n e  do

ak ty w a c j i  o k sydazy .  A k ty w n o ść  tego  m a łeg o  b ia łk a  
regu lu je  z kole i G T P  i G D P :  p ierw szy w yłącza jąc ,  
d rug i  w łąc za ją c  je g o  a k ty w n o ść .  Is tn ie ją  dw ie  fo rm y  
b ia łk a  p 2 1 rac. R a c l  i Rac2. P ierw sza  wiąże się z p 6 7 phox, 
w p ły w a ją c  n a  z m ia n ę  je g o  k o n fo rm a c j i  i być m oże  
a k ty w u ją c  specyficzną w o b ec  n iego  k in a zę  [22],  R a c l  
je s t  p o n a d t o  n ie zb ę d n y  d o  p rze m ieszc zan ia  się z a r ó w 
no  p 6 7 phox, j a k  p 4 7 phox, in vivo. Rac2  łączy się n a to m ia s t  
z p 4 7 phox [23 ] .  W o b rę b ie  b ia łk a  R a c l  z id e n ty f ik o w a n o  
dw ie  d o m e n y :  e f e k to ro w ą  (reszty 26-45), o d p o w ie d z ia l 
n ą  za  p rzy łączen ie  d o  p 6 7 phox o ra z  tzw. w s ta w k ę  (reszty 
124-135), w iąż ąc ą  b ia łk a  c y to p la z m a ty c z n e ,  a  ta k że  
c y t o c h r o m  b 558 [24],  D o  a k ty w n o ś c i  z a r ó w n o  R a c l ,  
j a k  Rac2 , n ie z b ę d n a  jest  o b e c n o ść  c y to c h r o m u  b 558 
w b ło n ie  k o m ó r k o w e j  [25].  N a  d u że  znaczen ie  c z y n 
n ik a  R a c  w sk az u je  fakt is tn ien ia  p rzy n a jm n ie j  je d n e g o  
p r z y p a d k u  C G D ,  w yw ołane j  delecją a m in o k w a s u  
w b ia łk u  p 6 7 phox, w miejscu  w iąż ąc y m  p 2 1 rac [26].

P rz y p u sz c z a  się, że w ak ty w a c j i  o k sy d a z y  u c z e s t 
n iczą co na jm n ie j  dw ie  k inazy  b ia łkow e,  p o n ie w a ż  
z a r ó w n o  p 4 7 phox, j a k  p 6 7 phox u lega ją  fosforylacji .  W  fos
forylacji  p 4 7 phox uczes tn iczy  p r a w d o p o d o b n ie  k in a z a  
b ia łk o w a  C. D ru g ą  jest  c y to p la z m a ty c z n a  k in a z a  
a k t y w o w a n a  przez  k w as  fo s fa tydow y  [27. 28], B a d a 
n ia  in vitro  w ykazały ,  że d o  fosforylacji p 4 7 phox k o n ie c z 
n a  je s t  o b e c n o ś ć  w b łon ie  p o d je d n o s tk i  m niejszej

Ryc. 1. Z a s a d a  aktyw acji  oksydazy  N A D P H .
O k s y d a z a  zna jdu je  się w błonie otaczającej  w ak u o le  fagocytarne .  Część k a ta l i ty czn a  cy to c h ro m u  b 558 sk ła da  się z dw u pod jed n o s te k  
(p22phox o raz  g p 9 1phox) i d o k o n u je  t r a n s p o r tu  e lek t ro n ó w  poprzez, błonę. W  rezultacie , w ew nątrz  w akuoli  pow sta je  * 0 ,  i jego  p o ch o d n e .  
G d y  ok sy d a za  jes t n ieak tyw na ,  b ia łka  p47ph" \  p6 7 phox i p40pho'  zna jdu ją  sie w cy top lazm ie  i są ze sobą  po łączone  za p o m o c ą  złącz 
(dom ena  SH3: region boga ty  w proliny). Drugi ko m p lek s  c y to p lazm a ty czn y  tw o rzą  b ia łka  p2 1 r;IL (R ac l  i Rac2) o raz  rh o -G D I .  W czasie 
aktywacji  fagocytów rozdzieleniu u legają b ia łka  p 2 1rac i r h o -G D I ,  czem u tow arzyszy  w ym iana  G D P  zw iązanego  z p21raL na G T P .  
Pow sta je  a k ty w n a  fo rm a p2 1 rac- G T P .  Jednocześn ie  p o d jed n o s tk i  p 47pho\  p6 7 phox są fosforylowane. a nas tępn ie  w raz z p 4 0 ph"x 
i p21raŁ- G T P  przy łączają  się do  c y to c h ro m u  b 5S8 od s t rony  cy top lazm a tyczne j ,  tw orząc  ak ty w n y  ko m p lek s  oksydazy  N A D P H .  
Przejście oksydazy  w stan n ieak tyw ny  nas tępu je  p r a w d o p o d o b n ie  w w yn ik u  hydrolizy  G T P  zw iązanego  z p21r‘K lub fosforylacji 
i o d d y so c jo w an iu  od oksydazy  N A D P H  białka R ap  1A.
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o k sy d a zy ,  d o  k tórej  p rzy łą cz a  się je d y n ie  ufosfory lo-  
w a n a  w pozycji S e r379 f o rm a  p 4 7 phox [29].  D o p ie r o  
w ted y  d o  k o m p le k s u  o b u  b ia łek  p rzy łą cz a  się p 6 7 phox.

Je d n o  z miejsc p rz y łą cz an ia  c z y n n ik ó w  c y to p laz -  
m a ty c z n y c h  d o  cząs teczk i c y to c h r o m u  p o ło ż o n e  jest 
w o b rę b ie  d o m e n y  C -k o ń c o w e j  p o d je d n o s tk i  p 2 2 phox. 
Inne, p o ło ż o n e  jes t w p o b liż u  m ie jsca  w ią z a n ia  n u k -  
le o ty d ó w  g u a n in o w y c h ,  w p o d je d n o s tc e  większej.  A k 
tyw ac ja  p o w o d u je  n a j p r a w d o p o d o b n ie j  t a k ą  zm ia n ę  
k o n fo rm a c j i  g p 9 1 phox, że m oż liw y  sta je  się d o s tę p  
N A D P H  d o  F A D .

A ktyw ac ji  po d le g a  ró w n ież  u m ie jscow ien ie  w cy to -  
p lazm ie  b ia łk o  p 2 1 rac. W  fo rm ie  n ieczynnej zw ią za n e  
je s t  z b ia łk ie m  r h o G D l  (ang. G D P  dissociation  inhibitor  
protein rh o , czyn ik  ham ow ania  dysocjac ji  G D P ), u n ie 
m o ż l iw ia jąc y m  od łączen ie  G D P  od  p 2 1 rac. O b a  b ia łk a  
z w ią za n e  są łączn ik iem , tw o r z o n y m  p rzez  l ip idow y 
o g o n  p 2 1 rac i h y d ro fo b o w y  f ra g m e n t  r h o G D l  [30].  
W  rezu ltac ie  o d łą cz en ia  G D I ,  d o  m ie jsca  z w o ln io n e g o  
p rzez  cząs teczkę  G D P .  p rzy łą cz a  się G T P .  O d d y s o c -  
j o n o w a n i e  o b u  bia łek  m oże  być w y n ik ie m  o d d z ia ły w a 
n ia  l ip id ó w  (np. w s p o m n ia n y c h  kw asów 7 a r a c h id o n o -  
w ego, fo s fa ty d o w eg o  o ra z  fosfo inozy to l i)  z h y d r o f o b o 
w ym  łączn ik iem . K w asy  tłu szczow e u w a ln ia n e  są m.in. 
z b ło n  c y to p la z m a ty c z n y c h  p o d  d z ia ła n ie m  lipazy, 
w czasie  ak ty w ac j i  g r a n u lo c y tó w  i t r o m b o c y tó w .  P o 
w ró t  d o  s ta n u  n ie a k ty w n e g o ,  w y m a g a  o b e c n o śc i  b ia ł 
k a  G E F  (ang. guanine nucleotide e x ch a n g e  fa c t o r , 
czynn ik  w ym iany  n u k leo ty d ó w  g u a n in o w y c h ), i jest  
p rzy sp ie sz an e  przez b ia łk o  G A P  (ang. G T P a se  ac
tivating prote in , bia/ko ak tyw ujące  GTPazę)  [31 ] Ryc. 2).

Z  c y to c h r o m e m  b 558 zw ią z a n e  jes t  je szcze  j e d n o  
m a łe  b ia łk o  w iążące  G T P :  R a p l A .  W  n e u tro f i la ch  
R a p l  A ulega fosforylacji p rzy  udz ia le  k in a zy  A, za le ż 
nej od  c A M P .  F o sfo ry la c ja  u n ie m o ż l iw ia  o d d z ia ły w a 
nie R a p l A  z c y to c h r o m e m  i p r a w d o p o d o b n i e  p r o w a 
dzi d o  d ea k ty w ac j i  o k sy d a z y  [32, 33],

O k s y d a z a  N A D P H  a k t y w o w a n a  je s t  p ra w ie  w y łą 
cznie w b ło n a c h  w7a k u o l  fa g o c y ta rn y c h .  N iew ie le  w ia 

d o m o .  ja k ie  czynn ik i  są o d p o w ie d z ia ln e  za tak  d o k ł a d 
ną  lokalizac ję .  B a rd z o  m ożliw e, że w’ p rocesie  tym  
uczes tn iczy  cy toszk ie le t,  k tó ry  u m o ż l iw ia  p o w s ta w a 
nie w ak u o l .  W ia d o m o ,  że a k ty w n e  b ia łk o  p 2 1 rac p o w o 
du je  z n a c z n ą  p r z e b u d o w ę  cy to szk ie le tu  p o ło ż o n e g o  
p o d  b ło n ą  k o m ó r k o w ą  [34],  R ó w n ie ż  z e w n ę trz n e  
a k ty w a to r y  o k sy d a zy ,  tak ie  ja k  czy es try  fo rbo lu ,  
p o w o d u ją  z m ian y  w o rg an iz ac j i  części p o d b ło n o w e j  
cy to szk ie le tu  [35],

O p r ó c z  d o k ła d n e j  loka lizac ji  i o b e c n o śc i  en z y m ó w  
o c h r o n n y c h  (np. d y s m u ta z y  p o n a d t le n k o w e j) ,  d o d a t 
k o w y m  zab ez p ie czn iem  k o m ó r e k  fag o c y tu jąc y ch  
p rzed  to k sy c z n y m  w p ływ em  r e a k ty w n y c h  form  t lenu  
jes t  S-tio lacja. P roces  ten  po lega  na  o d w ra c a ln y m  
tw o rz e n iu  m o s tk ó w  s ia rc zk o w y c h  m ię d zy  n iskocząs-  
te cz k o w y m i t io lam i a g r u p a m i  -SH  b ia łek  c y to p la z 
m a ty cz n y ch .  S -t io lac ja  s ty m u lo w a n a  je s t  p rzez  te sam e 
czynnik i ,  co w y b u ch  o d d e c h o w y  i nie w y s tę p u je  u c h o 
rych z C G D .  W  h o d o w la c h  m o n o c y tó w  i l im focy tów  
o só b  ch o ry c h ,  p roces  ten  m o ż n a  j e d n a k  w y w o łać  
p o d a ją c  n a d t le n e k  w o d o ru .  W  S-tio lacji  uczes tn iczy  
p r a w d o p o d o b n ie  o k s y d o r e d u k ta z a  g lu ta t io n : t io re d o -  
k sy n a  [36],

S k ład n ik i  o k sy d a z y  u lega ją  ekspres ji  rów n ież  w 
k o m ó r k a c h  n ie fa g o cy ta rn y ch .  P rz y p u sz c z a  się, że 
p o d o b n ie  j a k  w k o m ó r k a c h  ro ś l in n y c h  m o g ą  one  
uczes tn iczyć w p rz e k a z y w a n iu  sy g n a łó w  k o m ó r k o 
wych [37],

IV. Przewlekła choroba ziarniniakowa powo
dowana jest uszkodzeniami różnych 
składników układu oksydazy N A D PH

O k o ło  7 5 %  w szys tk ich  p r z y p a d k ó w  przewlekłej 
c h o r o b y  z ia rn in ia k o w e j ,  s ta n o w i  jej p o s ta ć  d z ied z icz o 
na  w s p o só b  recesyw ny, sp rzę żo n y  z c h r o m o s o m e m  
X [38, 39], G e n  C Y B B  o d p o w ie d z ia ln y  za tę fo rm ę  
c h o r o b y  k o d u je  w iększą  p o d je d n o s tk ę  c y to c h r o m u  
b 558. W  różnych  p o p u la c ja c h  eu ro p e jsk ic h  ta fo rm a

R ap lA  - P |
d e a k t y w a c j a
o k s y d a z y

Ryc. 2. Schem at  regulacji ak tyw nośc i  p21rac i R a p  1A.
A ktyw acja  b ia łka  p21rac po lega  na  zas tąp ien iu  z w iązanego  z nim G D P  na G T P .  Proces ten h a m o w a n y  jest przez G D I  o raz  s tym u lo w an y  
przez G D S .  Z w iązan ie  G T P  prz e p ro w a d z a  p 21mc w pos tać  ak ty w n ą ,  p o t rz e b n ą  w sk ła dan iu  a k ty w n eg o  k o m p lek su  oksydazy.  Hydro liza  
G T P  do  G D P .  s ty m u lo w a n a  przez b ia łko  G A P ,  p o w o d u je  inak tyw ację  p 2 1rac.
D eak ty w a c ja  oksydazy  N A D P H  m oże  rów nież  zależeć od  fosforylacji R a p lA .  Białko to. w formie ufosforylowanej nie wiąże sie 
z o ksyda zą  N A D P H .  '
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C G D  w y s tę p u je  z częs tośc ią  od  1 : 160000 (D an ia )  do  
I : 4 50000  (Szwecja) żyw ych u ro d z e ń  [40],  U kobie t ,  
nosic ie lek  je d n e j  kop ii  z m u to w a n e g o  g enu  k o d u ją c e g o  
g p 9 !Ph°x, p o w s ta w a ć  m o g ą  u b y tk i  sk ó rn e ,  p r z y p o m i
n a jąc e  liszaj ru m ie n io w a ty  p rzew lek ły  [41].  S p o w o d o 
w a n e  jes t  to  z jaw isk iem  losowej in ak ty w ac j i  j e d n e g o  
z d w u  c h r o m o s o m ó w  X w k o m ó r k a c h  żeńsk ich .  Z d a 
rza  się, że s ta ty s ty c zn ie  z n a c z ą c a  p rz e w a g a  in a k ty w ac ji  
c h r o m o s o m u  X n io sąceg o  n o r m a l n ą  k o p ię  genu , zw ię
ksza  ry z y k o  w y s tą p ien ia  za k aż eń .  P rzeb ieg  c h o r o b y  
jes t  j e d n a k  w ie lo k ro tn ie  łag o d n ie jszy  niż w p r z y p a d k u  
p e łn o o b ja w o w e j  C G D .

D o ty c h c z a s  u p o n a d  s tu  c h o ry c h  z id e n ty f ik o w a n o  
różne  m u ta c je  w genie C Y B B  [42 ],  W iększość  z nich 
p r o w a d z i  d o  b r a k u  o b u  p o d je d n o s te k .  J e d n o cz eśn ie  
z b a d a ń  in vitro  w ia d o m o ,  że u sz k o d ze n ie  genu  k o d u j ą 
cego j e d n ą  z p o d je d n o s te k  c y to c h r o m u  b 558, p o c ią g a  
za s o b ą  w y tw a rz a n ie  jed y n ie  ś la d o w y ch  ilości drugie j 
p o d je d n o s tk i .  P rz y p u szc za  się więc, że p o d o b n ie  ja k  
w p r z y p a d k u  innych  o l ig o m e ry c z n y c h  b ia łek  b ł o n o 
w ych, s ta b i ln a  je s t  je d y n ie  p e łn a  cząs tec zk a  [43].  D o  
w z a je m n e g o  o d d z ia ły w a n ia  p o d je d n o s te k  d o c h o d z i  
z a p e w n e  ju ż  p o d c z a s  t rans lac j i  [44],

Z id e n ty f ik o w a n o  ró w n ież  m u ta c je  p r o w a d z ą c e  do  
p o w s ta n ia  n ie a k ty w n e g o  c y to c h r o m u  b 558. M u ta c je  te 
są z lo k a l i z o w a n e  p rzede  w szys tk im  w sekwencji  k o d u 
jące j  m iejsce w iąz an ia  N A D P H  i h e m u  o ra z  miejsce 
p rz y łą c z a n ia  p 4 7 phox i p 6 7 phox. T eg o  ty p u  an a l iz a  za leż 
nośc i a k ty w n o ś c i  e n z y m u  od  ro d z a ju  i p o ło ż e n ia  
m u ta c j i  je s t  b a r d z o  p o m o c n a  w o k re ś la n iu  f u n k c jo n a l 
nej a r c h i t e k tu r y  b ia łka .

O k o ło  2 5 %  p r z y p a d k ó w  C G D  s ta n o w i  jej p o s ta ć  
a u t o s o m a l n a  recesyw na, p o w o d o w a n a  m u ta c ja m i  ge 
nów : N C F 1  (p47phox), N C F 2  (p67phox) i C Y B A  (p22phox). 
G e n y  te p o ło ż o n e  są o d p o w ie d n io :  w c h r o m o s o m ie  
7 (q 11.23), 1 (q25) i 16 (q24). W tej g ru p ie  na jczęs tsza  
m u ta c j a  d o ty c z y  g enu  k o d u ją c e g o  p o d je d n o s tk ę  
p 4 7 Phox j Wy Stę p Uj e z częs tośc ią  ok. 1 :20 0 0  o só b  
w p o p u la c j i  k a u k a sk ie j  (co o d p o w ia d a  j e d n e m u  p rz y 
p a d k o w i  c h o r o b y  n a  2-4 m in  żyw ych u ro d ze ń )  [45].

Z id e n ty f ik o w a n e  d o ty c h c z a s  m u ta c je  w genie N C F 2  
z lo k a l i z o w a n e  są p rzede  w szys tk im  w o b rę b ie  f ra g 
m e n tó w  k o d u ją c y c h  d o m e n y  SH3. N - k o ń c o w y  f ra g 
m e n t  p 6 7 phox, p o z b a w io n y  o b u  d o m e n  S H 3  m oże  
uczes tn iczyć  in vitro  w ak ty w a c j i  o k sydazy .  O b e c n o ś ć  
d o m e n  S H 3  je s t  j e d n a k  n ie z b ę d n a  d o  p rze m ieszc zan ia  
się b ia łk a  p 6 7 phox d o  b ło n y  o ra z  d o  o d d z ia ły w a ń  
z k o m p le k s e m  o k sy d a z y  in vivo [46],

N ie  są d o ty c h c z a s  z n a n e  dz iedz iczne  defek ty  b ia łk a  
p 4 0 phox a n j p o z o s ta ły c h  sk ła d n ik ó w  u k ła d u  o k sy d a z y  
zależnej od  N A D P H .

V. Wpływ aktywności oksydazy N A D P H  na 
funkcje fagocytów

M ik r o o r g a n iz m y  p o c h ło n ię te  p rzez  fagocy ty  z a b i j a 
ne są m.in. p rzez  p r o d u k t  a k ty w n o ś c i  o k sy d a z y  
N A D P H  o r a z  je g o  p o c h o d n e :  H 20 2 i O H * .  Z w iązk i  te

ró ż n ią  się t rw a ło śc ią  i sk u te c z n o śc ią  z a b i ja n ia  p a t o g e 
nó w  in vivo. A n io n o r o d n ik  p o n a d t le n k o w y ,  a w jeszcze  
w iększym  s to p n iu  n a d t len e k  w o d o ru ,  d o b rz e  p o k o n u 
ją  b ło n y  c y to p la z m a ty c z n e .  H 2(%  jest p o n a d t o  s t o s u n 
k o w o  s tab ilny .  N ie k tó re  m ik r o o r g a n iz m y  z a b i ja n e  są 
już. p rzy  s tężen iu  H 20 2 rz ę d u  m ik ro m o l i ,  inne  są 
ca łkow ic ie  o d p o r n e ,  a n aw e t  sa m e  p r o d u k u ją  d u ż e  
ilości n a d t l e n k u  w o d o ru .

W  o d r ó ż n ie n iu  od  H 2CC r o d n ik  h y d ro k s y lo w y  nie 
p rz e d o s ta je  się d o  w n ę trz a  k o m ó r e k  i d z ia ła  loka ln ie .  
R e a k ty w n o ś ć  O H *  jest j e d n a k  d u ż o  wyższa, a co  
w ażn ie jsze  nie są z n a n e  e n z y m y  lub  b ia łk a  n e u t r a l i z u 
ją c e  je g o  o b ecność .  R o d n ik  h y d ro k sy lo w y  p o w o d u je  
d e g ra d a c ję  l ip idów , z m ien ia ją c  m.in. p rz e p u sz c z a ln o ść  
b ło n y  k o m ó r k o w e j ,  u sz k a d z a  kw asy  nu k le in o w e.  In- 
a k ty w u je  ró w n ież  wiele en z y m ó w , b ia łek  p r z e n o ś 
n ik o w y c h  i s t r u k tu r a ln y c h  (m.in. kolagen).

N a d t l e n e k  w o d o ru ,  a n i o n o r o d n i k  p o n a d t le n k o w y  
o r a z  je g o  p r o t o n o w a n a  fo rm a  ( * 0 2H) s to s u n k o w o  
ła tw o  p r z e n ik a ją  p rzez  b ło n y  b io log iczne  i p e łn ią  ro lę  
„d a lek ich  z a b ó jc ó w ” . W n ie k tó ry c h  m ie jscach  d z i a ła 
n ia  m o g ą  być p rz e k sz ta łc o n e  w silniej d z ia ła ją ce  
związki.

N a d t l e n e k  w o d o r u  sta je  się s u b s t ra te m  k o le jn e g o  
o b r o n n e g o  e n z y m u  —  m ie lo p e ro k sy d a z y ,  w y tw a r z a ją 
cej j o n  p o d c h lo ra w y  (OC1 ). E nzym  ten  w y s tę p u je  
w b a r d z o  d u ż y c h  ilościach w g ra n u lo c y ta c h  (ok. 5 %  
suchej m asy). J o n  p o d c h lo ra w y  z a b u r z a  f u n k c jo n o w a 
nie b ło n y  k o m ó r k o w e j  bak te r i i ,  reagu je  z b a k te r y jn ą  
s y n ta z ą  A T P ,  a  także  z p ie rw szo-  i d r u g o rz ę d o w y m i  
a m in a m i ,  tw o rz ą c  d u ż o  bardz ie j  trw a łe  i to k sy c z n e  
c h lo ra m in y  (np. z p u tre sc y n ą ,  s p e rm id y n ą  czy t a u r y 
ną). J o n y  p o d c h lo r a w e  p e łn ią  p o n a d t o  rolę a k t y w a t o r a  
l icznych p r o te a z  (np. e las tazy ,  ko lagenazy) ,  a j e d n o 
cześnie i n h ib i to r a  a n ty p ro te a z .  W  ten s p o só b  u r u c h a 
m ia ją  k o le jn y  e lem e n t  o b r o n y  o rg an iz m u .

W y d a je  się, że d o  z a b i ja n ia  bak te r i i  w y k o rz y s ty w a 
ny je s t  ró w n ie ż  tlenek  a z o tu  i jego  p o c h o d n e ,  w y 
tw a r z a n e  p rzez  m a k ro fa g i  i neutrofile .  N O  tw o r z o n y  
jes t  p rzez  s yn tezę  t le n k u  a z o tu  (N O S )  z a rg in in y  i tlenu. 
D o ś w ia d c z e n ia  in vitro  w sk az u ją ,  że N O  uczes tn iczy  
w z a b i ja n iu  e u k a r io ty c z n y c h  p a s o ż y tó w  c y to p la z m a -  
ty c zn y c h  (np. św id ro w có w )  [47 ],  W  reakcji  N O  z r e a k 
ty w n y m i fo rm a m i tlenu  p o w s ta je  wiele, a k ty w n y c h  
f iz jologicznie , zw iązków . N a jw a żn ie jsz y  z n ich  to  n a d -  
t l e n o a z o ty n  ( O N O O ~ )  o ra z  N O ,  i * O H . R ó w n ie ż  s a m  
N O  m o ż e  b lo k o w a ć  n ie k tó re  p rz e m ia n y  m e tab o l icz n e :  
g likolizę, syn tezę  D N A  o ra z  ła ń c u c h  o d d e c h o w y  [48 ] .

N a le ży  p o d k reś l ić ,  że neu tro f i le  ch o ry c h  z C G D  
zab ija ją ,  c h o ć  z m nie jszą  w y d a jn o śc ią ,  bak te r ie .  P rz y j 
m u je  się więc, że w b r a k u  o k sy d a zy ,  ro lę  p ierw szej linii 
o b r o n y  p rz e jm u ją  g ra n u le  c y to p la z m a ty c z n e .  U o s ó b  
z d ro w y c h  g ra n u le  c y to p la z m a ty c z n e  łączą się z w a k u -  
o la m i f a g o c y ta rn y m i  ju ż  p o  w y b u c h u  o d d e c h o w y m  
i u w a ln ia ją  d o  w n ę trz a  w a k u o l  liczne en z y m y  t r a w ie n 
ne. W y b u c h  o d d e c h o w y  o p r ó c z  n iszczen ia  b a k te r i i  
r e a k ty w n y m i  fo rm a m i  t lenu  s tw a rz a  w e w n ą t rz  w a k u o 
li w a r u n k i  d o  d z ia ła n ia  e n z y m ó w  tra w ie n n y c h ,  p o d 
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w yższa jąc  p H  d o  w ar to śc i  ok. 8.0. W n ę trz e  s p o c z y n 
k o w y ch  g ran u l i  jes t  n a to m ia s t  k w a s o w e  (pH  ok. 5), 
u t r z y m u ją c  enzym y  w s tan ie  n ie a k ty w n y m .  O b a  p r o c e 
sy d z ia ła ją  więc synerg is tycznie ,  c h o ć  a k ty w a c ja  e n 
zy m ó w  litycznych  nie je s t  bezw zg lędn ie  za le żn a  od  
w y b u c h u  o d d e c h o w e g o  [49],

Z a b i ja n ie  b ak te r i i  je s t  zby t w a ż n e  d la  całości o r 
g a n iz m u ,  by rea l izo w a n e  by ło  p rze z  j e d e n  m e ch a n izm .  
Z a b ó jc z a  a k ty w n o ś ć  fag o c y tó w  jes t  z a te m  w y n ik ie m  
p o łą c z o n e g o  d z ia ła n ia  wielu ró ż n y c h  czy n n ik ó w . 
O p r ó c z  R F T ,  j o n ó w  p o d c h lo ra w y c h ,  c h lo ra m in  i p o d 
w y ższ o n eg o  pH , w n iszczeniu  m ik r o o r g a n iz m ó w  u cze
s tn iczy  wiele k o m ó r k o w y c h  p e p ty d ó w  p rz e c iw b a k -  
te ry jn y ch  (defensyn), k a te p s y n a  G  o r a z  liczne e n z y m y  
g r a n u l  c y to p la z m a ty c z n y c h  [50].  W z g lę d n a  i z r ó ż 
n ic o w a n a  o p o r n o ś ć  bak te r i i  n a  „ n ie o k s y d a c y jn e ” m e 
c h a n iz m y  z a b i ja n ia  w p ły w a  z a p e w n e  n a  c h a r a k te r y s 
tyczny  o b r a z  z a k a ż e ń  u ch o ry c h  z C G D  [51],

N ie d a w n o  s tw o r z o n o  zw ierzęce m o d e le  przew lekłe j 
c h o r o b y  z ia rn in ia k o w e j .  J e d n y m  z n ich  są tran sg e n ic z -  
ne m yszy, z u s z k o d z o n y m  gen e m  k o d u ją c y m  b ia łk o  
p47phox o r a z  p o d je d n o s tk ę  w iększą  o k sy d a z y  [52, 53]. 
M y sz y  z u s z k o d z o n y m  genem  C y b b  są s to s u n k o w o  
o d p o r n e  n a  infekcje b ak te ry jn e ,  ale nie grzybicze. 
N a to m ia s t  m yszy  z u s z k o d z o n y m  g e n e m  k o d u ją c y m  
b ia łk o  p 4 7 phox c h a r a k te ry z u ją  się z w ię k sz o n ą  w r a ż 
l iw ośc ią  n a  z a k a ż e n ia  i tw o rz ą  z ia rn in ia k i  tak ,  j a k  m a  
to  m iejsce u ludzi. M o ż n a  więc p rzy p u sz cz ać ,  że 
p o w s ta ją c e  w w y n ik u  w y b u c h u  o d d e c h o w e g o  R F T  
s ta n o w ią  b a rd z o  w ażny , ale nie j e d y n y  i nie u n iw e rsa l 
ny d la  w szys tk ich  s sa k ó w  s p o s ó b  z a b i ja n ia  n i e p o ż ą d a 
n ych  m ik r o o r g a n iz m ó w .  M o d e le  m ysie  C G D  s ta w a-  
rza ją  n adz ie ję  n a  w yjaśn ien ie  m o le k u la rn y c h  i b io 
c h e m ic zn y c h  szczegó łów  z jaw isk a  w y b u c h u  o d d e 
ch o w e g o .

W y b u c h  o d d e c h o w y  zw iększa  ró w n ie ż  o d cz y n  z a p a 
lny. A k ty w o w a n e  fagocyty  w y tw a r z a ją  cz ynn ik  che- 
m o ta k ty c z n y ,  p rz y w o łu ją c y  n o w e  k o m ó r k i  żerne.  J e d 
n ocześn ie  p o w s ta ją c e  R F T  a k ty w u ją  p ią ty  s k ła d n ik  
u k ła d u  d o p e łn iac za ,  s ty m u lu ją  ag re g a c ję  p ły tek  krwi 
o r a z  a k ty w u ją  liczne p ro teazy .  W s z y s tk ie  te e lem e n ty  
są  i s to tn e  p rzy  u su w a n iu  resztek  z a m ie ra ją c y c h  z n a t u 
r a ln y c h  p rzyczyn  k o m ó r e k  o rg a n iz m u .  D la te g o  m o d e 
le zw ierzęce  C G D  o k a ż ą  się z a p e w n e  w a ż n e  w p o 
z n a w a n iu  pa to fiz jo log i i  p rzew lek łych  c h o r ó b  z a p a l 
nych ,  np . s ta w ó w  czy n a c zy ń  [54 ],

VI. Diagnostyka CG D

N a jp r o s t s z y m  te s tem  d ia g n o s ty c z n y m  C G D  je s t  test 
N B T ,  p o le g a ją c y  n a  redukc ji  p rzez  a n i o n o r o d n i k  
p o n a d t l e n k o w y  żó ł tego ,  r o z p u sz c z a ln e g o  w w odz ie  
b a r w n ik a  te t ra z o l io w e g o  (nitroblue te tra zo l iu m , N B T )  
d o  c iem n o n ieb ie sk ie g o ,  n ie ro z p u sz c z a ln e g o  fo rm a z a -  
n u  [55 ].  O z n a c z e n ie  ła tw o  w y k o n a ć  o b s e rw u ją c  neu- 
trofile p rzy le g a ją ce  w  n a tu r a ln y  s p o s ó b  d o  sz k la n e g o  
p o d ło ż a .  A k ty w a c ja  k o m ó r e k  n a s tę p u je  p o p rz e z  p o d a 
nie e s t ru  fo rb o lu  (np. P M A )  [56 ] .  W  tych  w a r u n 

k a c h  je d y n ie  n o r m a ln e  k o m ó r k i  z a b a r w ia j ą  się na  
n ieb iesko .  P o  j a sn o n ie b ie sk im  z a b a rw ie n iu  k o m ó r e k  
w teście N B T  ro z p o z n a ć  m o ż n a  c h o ry c h  z n ie ty p o w y 
mi p o s ta c ia m i ,  c h a ra k te ry z u ją c y c h  się ś la d o w ą  p r o d u 
kcją  * O f ,  a ta k że  kob ie ty ,  nosic ie lk i p o s ta c i  C G D  
sp rzężone j  z c h r o m o s o m e m  X. U k o b ie t  tych  o b s e r 
wuje  się b a r d z o  c h a ra k te ry s ty c z n y  o b r a z  m o z a ik i  
n ieb iesk ich  i n ie z a b a rw io n y c h  k o m ó r e k ,  p o w o d o w a n y  
lo so w o śc ią  z jaw isk a  in a k ty w ac j i  j e d n e g o  z c h r o m o 
s o m ó w  X.

T es t  N B T  jes t  d o s ta te c z n ie  czuły  d la  w y k ry c ia  
w iększośc i  p r z y p a d k ó w  C G D .  J e d n a k  n e g a ty w n y  w y 
nik  te s tu  N B T  nie zaw sze p o z w a la  n a  w yk luczen ie  
C G D .  N a  p rz y k ła d  u ch o ry c h  o n ie ty p o w y m  p rzeb iegu  
c h o r o b y ,  p o w o d o w a n e j  m u ta c ja m i  zm n ie jsza jąc y m i 
je d y n ie  a k ty w n o ś ć  oksy d a zy ,  p r o d u k c ja  R F T  za ch o d z i  
z w y d a jn o ś c ią  rzędu  1-10 p ro c e n t  [57 ] ,  C h o r z y  są 
w ted y  d ia g n o z o w a n i  w ró ż n y m  wieku , n a w e t  w c z w a r 
tej d e k a d z ie  życia. K o n ie c z n e  są za te m  d o k ła d n ie j s z e  
b a d a n ia  b io c h em icz n e  lub  m o le k u la rn e ,  z a r ó w n o  
u dzieci, j a k  u s ta rszych  ch o ry c h  z nie w y jaśn io n y m i,  
n a w ra c a ją c y m i  i ro p n y m i  za k aż en iam i .  W c z e sn a  d ia g 
n o z a  je s t  i s to tn a  ze w zg lędu  n a  znaczen ie  p r o w a d z e n ia  
p ro f i la k ty k i  a n ty b io ty k o w e j  ju ż  od  o k r e s u  d z iec iń s t
wa. I s to tn a  je s t  ró w n ież  w p o ra d n ic tw ie  g e n e ty c z n y m  
ro d z in  ry zy k a  C G D .

W  c iągu  o s ta tn ic h  la t  o p r a c o w a n o  b a r d z o  czułe 
testy , o p a r te  n a  p o m ia r a c h  lum inescenc ji  z w ią z k ó w  
re a g u ją c y c h  z n a d t le n k a m i ,  p o w s ta ją c y m i z p o d s t a w o 
w ego  p r o d u k tu  reakcji  o k sy d a z y  [58 ],  S p o ś ró d  tych 
m e to d  n a jb a rd z ie j  czu ła  o k a z a ł a  się c y to m e t r ia  p r z e 
p ły w o w a  z w y k o rz y s ta n ie m  d ih y d r o r o d a m in y  123 
[59-61] ,  W  p r z y p a d k u  n ieobecnośc i  c y to c h r o m u  b 558 
t r u d n o  j e d n a k  określić ,  k tó re j  p o d je d n o s tk i  b rak u je ,  
p o n ie w a ż  b r a k  jednej ,  p o c ią g a  za  s o b ą  n ie s ta b i ln o ść  
drugiej .

W  d ia g n o s ty c e  różn icow ej pos tac i  C G D  w ażn y  jes t  
w y w iad  ro d z in n y .  J e d n a k  nie zaw sze m o ż n a  us ta lić  
s p o s ó b  dz iedz iczen ia  c h o r o b y  w k o n k r e tn e j  rodzin ie .  
D ia g n o z a  po le g a  w ted y  n a  u s ta le n iu  b ra k u ją c e g o  
s k ła d n ik a  u k ła d u  o k sy d a z y  zależnej o d  N A D P H .  
P o s ta ć  c h o r o b y  m o ż n a  okreś lić  np. te c h n ik ą  W e s te rn  
b lo t t ing .  U  p r o b a n d a  ze z d i a g n o z o w a n ą  p o s ta c ią  
C G D  m oż liw e  je s t  p o sz u k iw a n ie  m u ta c j i  w genie 
k o d u ją c y m  k o n k r e tn ą  p o d je d n o s tk ę  o k sy d a z y  [62],

VII. Nadzieje: terapia genowa

W  chwili obecnej  leczenie C G D  je s t  o b ja w o w e  
i p o le g a  n a  a n ty b io ty k o te ra p i i  z a k aż eń  o r a z  p u n k c ja c h  
i d r e n a ż u  ropn i .  P rzy  b r a k u  p o p r a w y  c h o r y m  p r z e ta 
cza się m a sę  l e u k o c y ta rn ą  [5, 6]. W  leczeniu  zw ra c a  się 
u w ag ę  p rze d e  w szys tk im  na  p ro f i la k ty k ę  z a k a ż e ń  
b a k te ry jn y c h  i g rzyb iczych ,  p o le g a ją c ą  n a  p rz e w le k 
łym  s to s o w a n iu  a n ty b io ty k ó w  o ra z  lu d z k ieg o  re k o m -  
b in o w a n e g o  in te r fe ro n u  y [5, 63], W s k a z a n ie m  d o  
p rze szc zep u  sz p ik u  k o s tn e g o  jes t  p o s ta ć  c h o r o b y  o k li
n iczn ie  c iężk im  p rze b ieg u  od  u ro d ze n ia ,  o ile w  r o d z i 
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nie c h o re g o  z n a le z io n o  d a w c ę  ca łkow ic ie  z g o d n e g o  
w zak res ie  a n ty g e n ó w  tk a n k o w y c h  [64, 65],

D u że  n adz ie je  w iąże się z te ra p ią  g e n o w ą  ex  vivo. 
Z a s a d a  tej m e to d y  p o le g a  n a  p o b r a n iu  k o m ó r e k  
m a c ie rz y s ty c h  s z p ik u  od  c h o re g o  i w p ro w a d z e n iu  d o  
nich p ra w id ło w e j  wersji g en u  o k sy d a z y  N A D P H  np. 
w w e k to rz e  r e t r o w ir u s o w y m  [66].  Z m ie n io n e  k o m ó r k i  
w p r o w a d z a n e  są n a  p o w r ó t  d o  o rg a n iz m u .  D o ś w ia d 
czen ia  ta k ie  p r z e p r o w a d z o n o  m.in. z w y k o rz y s ta n ie m  
is tn ie jących  m o d e li  m ysich . W  p r z y p a d k u  m yszy  
z u s z k o d z o n y m  genem  k o d u ją c y m  p 4 7 phox te ra p ia  e x  
vivo p r z y w ró c i ła  o d p o r n o ś ć  n a  z a k a ż e n ia  o r a z  zw ię k 
szyła p r z e ż y w a ln o ś ć  [67 ],  R ó w n ie ż  u m yszy  z u s z k o 
d z o n y m  g en e m  C ybb  ten  ty p  te rap i i  genow ej p r z y 
wróc ił  o d p o r n o ś ć  n a  za k a ż e n ie  A. fu m ig a tu s  p rzez  co  
na jm n ie j  35 ty g o d n i  [68 ].  W y d a je  się, że d la  częściowej 
o c h r o n y  p rz e d  z a k a ż e n ia m i  w y s ta rc zy  s t r a n s fo r m o w a -  
nie niewielk iej p r o c e n to w o  p o p u la c j i  fagocy tów . P r o 
b le m em  o g ra n ic z a ją c y m  sk u te c z n o ść  te rap i i  genow ej 
u ludzi je s t  p rze d e  w szy s tk im  n isk a  w y d a jn o ś ć  o ra z  
k o n ie c z n o ść  w ie lo k ro tn e g o  w p r o w a d z a n ia  „ leczn icze
g o ” D N A .

W y d a jn o ś ć  t r a n s fo rm a c j i  w m e to d z ie  e x  vivo m o ż n a  
zw iększyć  s to su ją c  w e k to r  n io są cy  o p r ó c z  g enu  o k 
sydazy  gen  n a d a ją c y  o p o r n o ś ć  n a  cy to s ta ty k .  W  czasie 
h o d o w li  t r a n s f o r m o w a n y c h  k o m ó r e k  w p o ży w ce  sele
kcyjnej,  l ic zba  t r a n s f o r m a n tó w  p r o d u k u ją c y c h  fu n k c 
j o n a ln ą  o k s y d a z ę  zn a cz n ie  w z ra s ta  [69],  Być m oże  
o s ią g a ln e  je s t  p rzen ies ien ie  p o d o b n e j  presji se lekcyjnej 
d o  o r g a n iz m u  ch o re g o ,  p o d d a w a n e g o  te ra p i i  genowej.

N ie  w ia d o m o  d o k ła d n ie  ja k i  p o z io m  a k ty w n o ś c i  
o k sy d a z y  w fag o c y tac h  jes t  k o n ie cz n y  d la  sku tecznej 
o c h r o n y  o r g a n iz m u  cz łow ieka .  W y k a z a n o  np., że 
a k ty w n o ś ć  e n z y m u  rzę d u  12%  w y n ik a ją c a  z o becnośc i  
u c h o re g o  m u ta c j i  Y 244C  w genie  C Y B B , nie w y s ta rc za  
d o  w y d a jn e g o  z a b i ja n ia  S taphy lococcus  aureus in vitro  
[70 ] .  N a to m ia s t  w p ro w a d z e n ie  n ie u sz k o d z o n e j  kop ii  
g e n ó w  C Y B B  o r a z  N C F 2  d o  iz o lo w a n y c h  z krw i 
o b w o d o w e j  k o m ó r e k  m a c ie rz y s ty c h  (C D 3 4 -L )  lub  
n ie o cz yszczonych  le u k o c y tó w  ch o ry c h  z C G D ,  p r z y 
w ra c a ło  o k o ło  2 5 %  a k ty w n o ś c i  o k sy d a z y  N A D P H  
i z d o ln o ść  d o  z a b i ja n ia  b ak te r i i  in vitro.

D o ty c h c z a s o w e  w ynik i  su g e ru ją  op ty m is ty c zn ie ,  że 
n a w e t  n iew ielk i p o z io m  ekspres ji  w p ro w a d z o n e g o  
g e n u  lu b  w y s o k a  ek sp re s ja  je d y n ie  w części p o p u la c j i  
k o m ó r e k ,  w y s ta rc z ą  d o  u z y s k a n ia  a k ty w n o ś c i  o k 
sydazy , ch ro n ią ce j  sku te cz n ie  p rzed  z a k a ż e n ia m i  [71, 
72], Być m o ż e  d o b r y m  r o z w ią z a n ie m  o k a ż e  się „p rz e jś 
c io w a  te ra p ia  g e n o w a ” C G D ,  s to s o w a n a  p o m o c n ic z o  
w leczeniu  z a g ra ż a ją c y c h  życiu  infekcji. P o le g a ła b y  
o n a  n a  w p ro w a d z e n iu  co  pew ien  czas d o  o r g a n iz m u  
c h o re g o  m o n o c y tó w  s t r a n s fo r m o w a n y c h  bez p ie cz n y m  
w e k to r e m  (np. a d e n o w ir u s o w y m )  z gen e m  o k sy d a z y  
za leżnej o d  N A D P H  [73],

A r ty k u ł  o tr zym a n o  19 lutego 1998 r.
Z a a k c e p to w a n o  do druku  22 czerw ca  1998 r.
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Przekazywanie sygnałów w komórce roślinnej; receptory 
błony komórkowej

Plant celi signalling; plasma membrane receptors

J O L A N T A  B A R A Ń S K A *
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ł. Wstęp

R oś liny  w c iągu  ca łego  życia p o d le g a ją  r ó ż n o r o d 
nym  z e w n ę t r z n y m  sy g n a ło m : fizycznym , j a k  św ia tło ,  
w iatr ,  p rzy c iąg a n ie  z iem skie, czy z m ia n y  t e m p e r a tu ry  
i ch e m ic zn y m , ja k  d z ia ła n ie  h o r m o n ó w .  M e c h a n iz m  
o d d z ia ły w a n ia  tych  sy g n a łó w  n a  z n a jd u ją c e  się na  
p o w ie rz ch n i  b ło n y  k o m ó r k o w e j  rec ep to ry ,  ich tran s -  
d u k c ja  w k o m ó r c e  i p r z e m ia n a  w o k r e ś lo n ą  o d p o w ie d ź  
jes t  j e d n a k  s ta le  jeszcze  s ła b o  p o z n a n a .

D w ad z ie śc ia  la t te m u  w iedza  n a  te m a t  p r z e k a z y w a 
n ia  in fo rm ac ji  w k o m ó r k a c h  ro ś l in n y c h  p ra k ty c z n ie  
nie is tn ia ła  [1],  Jeszcze pięć lat te m u ,  w a r ty k u le  
p rz e g lą d o w y m ,  o p u b l ik o w a n y m  w „P ostępach  B io 
c h e m i i p isa łyśm y, że „w k o m ó r k a c h  ro ś l in n y c h  nie 
u d a ło  się ja k  d o tą d  w y izo lo w a ć  b ło n o w y c h  re c e p 
to r ó w ” [2 ] ,  W  o s ta tn im  czasie n a s tą p i ło  j e d n a k  o g r o 
m n e  z a in te re so w a n ie  p r o b le m a m i  p rz e k a z y w a n ia  in 
fo rm acji  w k o m ó r k a c h  ro ś l innych ,  a w iedza  n a  ten 
te m a t  n iezm iern ie  w zrosła .  W i a d o m o  za tem , że w k o 
m ó r k a c h  ro ś l innych ,  zg o d n ie  z k la sy f ikac ją  p rzy ję tą  
d la  k o m ó r e k  zw ierzęcych , w y s tę p u ją  k a n a ły  za leżne  od  
p o te n c ja łu  e lek try czn eg o ,  o ra z  r e c e p to ry  j o n o t r o p o w e  
i r e c e p to ry  m e ta b o t r o p o w e ,  z a r ó w n o  zw ią za n e  z b ia ł 
k iem  G  j a k  m a ją c e  a k ty w n o ś ć  k in a z  [3 ] .  K a n a ły  
za leżne  o d  p o te n c ja łu  i r e c e p to ry  j o n o t r o p o w e  to  
k a n a ły  jo n o w e ,  p rzez  k tó re  w p ły w a ją  d o  k o m ó r k i  lub  
w y p ły w a ją  z niej jo n y .  K a n a ły  te są o tw ie ra n e  lub  
z a m y k a n e  w w y n ik u  zm ia n  p o te n c ja łu  czy n n o śc io w e-

* Prof., dr hab., Zakład Neurobiologii Molekularnej i K o
mórkowej, Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenc
kiego PAN. ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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go, lub  p o p rz e z  zw ią za n ie  l ig a n d a  z b ia łk iem  re c e p 
to r o w y m  tw o rz ą c y m  kan a ł .  R e ce p to ry  m e t a b o t r o p o 
we nie m a ją  c h a r a k t e r u  k a n a łu  jo n o w e g o ,  a ich 
d z ia ła n ie  po le g a  na  w y w o ła n iu  w k o m ó r c e  k a s k a d y  
reakcji ch e m ic zn y c h  [4],

N in ie jsza  p r a c a  s ta ra  się p o d s u m o w a ć  s ta n  w iedzy  
na  te m a t  r e c e p to ró w  m e ta b o t r o p o w y c h  z a r ó w n o  
zw ią z a n y c h  z b ia łk ie m  G  ja k  i m a jąc y ch  a k ty w n o ś ć  
k inaz  w k o m ó r k a c h  ro ś linnych .  P o d a je  k r ó tk ą  c h a r a k 
te ry s ty k ę  re c e p to ró w  zw ierzęcych  i p r ó b u je  zna leźć  
an a lo g ię  m iędzy  św ia tem  roślin , zw ie rzą t  i bak te r i i .

II. Receptory komórek roślinnych

II-l. Analogia z transbłonowymi receptorami 
komórek zwierzęcych

W  p o r ó w n a n iu  d o  r e c e p to ró w  k o m ó r e k  ro ś l in n y c h ,  
b u d o w a ,  d z ia ła n ie  i in ic jacja  k a s k a d y  reakcji  c h e m ic z 
nych  n a s tę p u ją c a  po  p o b u d z e n iu  r e c e p to ró w  k o m ó r e k  
zw ierzęcych  jes t  d o b r z e  p o z n a n a  [4-6],  D la t e g o  też, 
w n a tu r a ln y  p o n ie k ą d  sp o só b ,  d a n e  d o ty c z ą c e  p r z e k a 
z y w a n ia  in fo rm ac ji  w k o m ó r c e  roślinnej zazw yczaj  
p o r ó w n u je  się d o  z a c h o d z ą c y c h  w k o m ó r c e  zwierzęcej,  
s ta ra ją c  się zna leźć  m iędzy  n im i ana log ie .

Ja k  ju ż  p o w ie d z ia n o  we W stęp ie ,  w k o m ó r k a c h  
ro ś l in n y c h  w y s tę p u ją  k a n a ły  za leżne  od  p o te n c ja łu ,  
re c e p to ry  j o n o t r o p o w e  i m e ta b o t r o p o w e  [3 ] ,  K a n a ły  
jo n o w e  za leżne  od  p o te n c ja łu  b ło n y  są s z e ro k o  r o z 
p o w sz e c h n io n e  w świecie roślin. W o d r ó ż n ie n iu  od  
św ia ta  zw ie rzą t ,  gdzie k a n a ły  te w y s tę p u ją  w b łon ie  
k o m ó rk o w e j ,  u roślin  z n a jd y w a n e  są nie ty lk o  w tej, 
lecz ta k że  w b ło n a c h  s t r u k tu r  w e w n ą t r z k o m ó r k o w y c h ,
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O dpow iedź komórki

Ryc. 1. Przekazyw anie informacji w kom órce zwierzęcej. A gon is ta
1 dzia ła  na  re c e p to r  zawiera jący k an a ł  jo n o w y .  A go n is ta
2 dzia ła  na  r ecep to r  sprzężony z b ia łk iem  G  (G), k tó ry  
w ym ien ia  G D P  na  G T P  i ak tyw uje  fosfolipazę C  (PLC).  
P L C  h y dro l iz u je  fosfolipid in ozy to low y  (P I P 2), co p ro w ad z i  
d o  p o w s ta n ia  d iacy log licero lu  (D A G )  i t r is fosfo inozy to lu  
( InsP ,) .  D A G  ak ty w u je  k inazę  b ia łk o w ą  C. a InsP^  u w aln ia  
C a 2 + z w nę trza  en d o p la z m a ty c z n e g o  re t iku lum . A gon is ta
3 wiąże się d o  recep to ra  zaw iera jącego  k inazę  ty ro zy n o w ą .  
Z w iązan ie  ag on is ty  p o w o d u je  d im eryzac ję  r ecep to ra .  A k 
tyw acja  k in az  p ro w a d z i  d o  u fosfory low ania  o k reś lo n y ch  
białek i odpo w ied z i  kom órk i.

ta k ic h  j a k  w a k u o le  i e n d o p la z m a ty c z n e  r e t ik u lu m  [7] ,  
Z a g a d n ie n ie  to  nie je s t  j e d n a k  p r z e d m io te m  niniejszej 
pracy . N ie  z o s t a n ą  tu  ta k ż e  o m ó w io n e  re c e p to ry  
jo n o t r o p o w e .  T e n  ro d z a j  r e c e p to r ó w  w y s tę p u je  u z w ie 
rzą t  w k o m ó r k a c h  p o b u d l iw y c h ,  ta k ic h  j a k  np. k o m ó 
rki m ięśn iow e ,  czy nerw ow e.  R e c e p to ry  te to  w ie lk o 
cz ąs teczk o w e,  o l ig o m e ry c z n e  b ia łk a ,  w ie lo k ro tn ie  
p rz e n ik a ją c e  p rze z  b ło n ę  k o m ó r k o w ą ,  z w ią z a n e  b e z 
p o ś re d n io  z k a n a łe m  jo n o w y m ,  o tw ie ra n y m  lu b  z a m y 
k a n y m  o k r e s o w o  p rzez  p rzy łączen ie  a g o n i s tó w  (Ryc.
1). D o b r y m  p r z y k ła d e m  tej n a d r o d z in y  r e c e p to r ó w  są 
z n a jd u ją c e  się w k o m ó r k a c h  n e rw o w y c h  r e c e p to ry  
N M D A ,  n a  k tó r e  j a k o  a g o n i s ta  d z ia ła  k w a s  L -g lu ta -  
m inow y . W  świecie roślin , c h o ć  są  p e w n e  d o w o d y ,  że 
sygna ł (np. k w a s  ab scy z y n o w y )  d z ia ła  n a  k a n a ły  b ło n y  
k o m ó r k o w e j  i p o w o d u je  w n ik a n ie  j o n ó w  w a p n ia  d o  
k o m ó r k i  [3, 7], to  j e d n a k  tak i  ty p  r e c e p to r a  j a k  re 
c e p to r  N M  D A  nie z o s ta ł  d o ty c h c z a s  z id e n ty f ik o w a n y .

W  p ra c y  niniejszej nie b ę d ą  ró w n ie ż  o m ó w io n e  
ro ś l in n e  r e c e p to ry  b ło n  w e w n ą t r z k o m ó r k o w y c h ,  w y 
s tę p u ją ce  w b ło n a c h  e n d o p la z m a ty c z n e g o  r e t ik u lu m  
i w a k u o l i  [3 ,7] ,  Z o s ta n ie  n a t o m ia s t  p r z e d s ta w io n y  
n a jn o w s z y  s ta n  w iedzy  d o ty c z ą c y  r e c e p to r ó w  b ło n y  
k o m ó r k o w e j  sp rz ę ż o n y c h  z b ia łk ie m  G  i r e c e p to r ó w  
m a ją c y c h  a k ty w n o ś ć  k inaz ,  tw o rz ą c y c h  g r u p ę  tzw. 
r e c e p to ró w  m e ta b o t r o p o w y c h .

R e c e p to ry  z w ią z a n e  z b ia łk iem  G  a k ty w u ją  e n z y m y  
e fe k to ro w e  i k a n a ły  j o n o w e  n a  d r o d z e  p o ś redn ie j .  
W s p ó łd z ia ła n ie  m ię d zy  e n z y m e m , a r e c e p to r e m  z a 
c h o d z i  b o w ie m  p o p r z e z  trzecie  b ia łk o  n a z y w a n e  w ła ś 

nie b ia łk iem  G  [6].  W  k o m ó r k a c h  zw ie rzęcych , re c e p 
to r y  sp rzę żo n e  z b ia łk iem  G  s ta n o w ią  na j liczn ie jszą  
g r u p ę  r e c e p to ró w ,  o d p o w ia d a ją c y c h  na  r ó ż n o r a k ie  
sygna ły ,  j a k  h o r m o n y ,  n e u r o t r a n s m i te ry ,  św ia tło ,  s u b 
sta n c je  z a p a c h o w e  czy inne  b o d ź c e  loka lne .  W szy s tk ie  
te r e c e p to ry  m a ją  p o d o b n ą  s t r u k tu r ę .  S k ła d a ją  się 
z p o je d y n c z e g o  ł a ń c u c h a  p o l ip e p ty d o w e g o  s ie d m io 
k r o tn ie  p rz e c h o d z ą c e g o  p o p r z e z  b łonę ,  z częścią 
N - t e r m in a ln ą  po  s t ro n ie  ze w n ętrzn e j ,  a C - te rm in a ln ą  
p o  w ew n ętrz n e j  s t ro n ie  b łony . K ie d y  l ig a n d  w iąże się 
z r e c e p to re m ,  z m ia n a  k o n fo rm a c j i  b ia łk a  r e c e p to r o w e 
go  p o w o d u je  ak ty w a c ję  b ia łk a  G  z w ią z a n ą  z w y m ia n ą  
cząs teczk i G D P  n a  G T P  (Ryc. 1).

B ia łko  G  jest  t r im e re m ,  s k ła d a  się z p o d je d n o s te k  a, 
(i i y. W fo rm ie  z a k ty w o w a n e j ,  z a r ó w n o  p o d je d n o s tk a  
a, j a k  i k o m p le k s  p o d je d n o s te k  (i/y a k ty w u ją  o k re ś lo n e  
e n z y m y  e fe k to ro w e  (np. fosfo l ipazę  C), czy k a n a ły  
jo n o w e .  F o s fo l ip a z a  C  h y d ro l iz u je  fosfolipid in o z y to 
lowy, fo s fa ty d y lo in o zy to lo  4 ,5 -b is fosfo ran  ( P I  P 2) 
w w y n ik u  czego  p o w s ta ją  d w a  w tó r n e  p rz e k a ź n ik i  
in fo rm ac ji :  d iacy log l ice ro l  (D A G )  i t r is fo s fo inozy to l  
( I P 3). I P 3 u w a ln ia  jo n y  w a p n ia  z m a g a z y n o w a n e  
w s t r u k tu r a c h  e n d o p la z m a ty c z n e g o  r e t ik u lu m  (Ryc. 1). 
U w o ln io n y  C a 2+ łączy się z k a lm o d u l in ą  i a k ty w u je  
k in a z ę  b ia łk o w ą  II, p o d c z a s  gd y  D A G  a k ty w u je  k in a zę  
b ia łk o w ą  C  (Ryc. 1). A k ty w a c ja  k in a z  p o w o d u je  
fosfory lację  o k re ś lo n y c h  b ia łek  i w efekcie p r o w a d z i  d o  
ok reś lo n e j  o d p o w ie d z i  k o m ó r k i  na  d z ia ła jący  n a  nią  
sygnał.

P o d o b n ie  j a k  r e c e p to ry  z w ią z a n e  z b ia łk iem  G , 
ró w n ie ż  r e c e p to ry  zw ią za n e  z e n z y m a m i  w iążą ag o n is -  
tę d o  N - te rm in a ln e j  d o m e n y  z n a jd u ją c e j  się po  z e w n ę t 
rznej s t ro n ie  b ło n y  k o m ó r k o w e j .  W p rzec iw ieńs tw ie  do  
r e c e p to r ó w  z w ią za n y ch  z b ia łk ie m  G , r e c e p to ry  te 
z a w ie ra ją  ty lk o  j e d n ą  d o m e n ę  t r a n s b ło n o w ą ,  a  ich 
d o m e n a  c y to so lo w a  z a w ie ra  in te g ra ln y  enzym  w cz ą s 
teczce (Ryc. 1). W  świecie zw ie rzą t ,  w iększość  r e c e p 
torów ' za w ie ra jąc y ch  enzym  w cząs teczce  c h a r a k te r y 
zu je  się o b e c n o śc ią  k in a zy  ty ro zy n o w e j .  Z w ią z a n ie  
ag o n is ty ,  np. n a s k ó rk o w e g o  c z y n n ik a  w z ro s tu  (E G F ) ,  
d o  fo rm y  m o n o m e ry c z n e j  b ia łk a  r e c e p to ro w e g o  p o 
w o d u je  d im e ry zac ję  i au to fo s fo ry lac ję  reszt ty ro z y n o -  
w ych  z n a jd u ją c y c h  się w d o m e n a c h  k a ta l i ty c z n y c h  
ł a ń c u c h ó w  p o l ip e p ty d o w y c h  r e c e p to r ó w ,  b lisko  części 
C - te rm in a ln e j  (Ryc. 1). U fo s fo ry lo w a n e  ty ro z y n y  służą 
te ra z  j a k o  m iejsce w ią z a n ia  d la  in n y c h  bia łek. W ią ż ą  
się o n e  z r e c e p to re m  dzięk i spec ja lne j  d o m e n ie  a m i n o 
k w a só w ,  tzw. d o m e n ie  SH 2,  ro z p o z n a ją c e j  część k a t a 
l i tyczną  rec ep to ra .  P o  zw ią za n iu ,  wiele z n ich  u lega  
fosforylacji ,  a  ko le jne  fosfory lację  n a s tę p n y c h  bia łek  
p r o w a d z ą  d o  tzw. k a s k a d y  k in a z  ( k a s k a d a  k in a z  
M A P ).

W ś ró d  dz ia ła ją cy ch  n a  k o m ó r k i  zw ierzęce  c z y n 
n ik ó w  w z ro s tu  je d y n ie  r e c e p to r  T G F / f  (z ang.: transfor-  
ming grow th  fa c to r  (i) i j e g o  an a lo g i  c h a r a k te r y z u ją  się 
o b e c n o śc ią  k in a zy  s e ry n o w o / t r e o n in o w e j ,  p o d c z a s  
gdy w świecie roślin  ten  ty p  r e c e p to r ó w  jes t  s z e ro k o  
ro z p o w s z e c h n io n y  (patrz: p o d r o z d z ia ł  11-3.1.) a r e c e p 
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to ry  za w ie ra jąc e  k in a z ę  ty r o z y n o w ą  nie w ystępu ją .
N a le ży  d o d a ć ,  że w k o m ó r k a c h  ro ś l in n y c h  m e c h a 

nizm  d z ia ła n ia  r e c e p to ró w  p rz e k a z u ją c y c h  sygna ł 
przez  b ia łk a  G  nie z o s ta ł  jeszcze w pełni w y jaśn iony .  
Is tn ie je  j e d n a k  wiele d o w o d ó w  p o ś re d n ic h  w s k a z u ją 
cych n a  d z ia łan ie  r e c e p to r ó w  tego  typu . Z o s t a n ą  one  
o m ó w io n e  na  p rz y k ła d z ie  o d d z ia ły w a n ia  n a  k o m ó r k ę  
ro ś l in n ą  a u k s y n  i św iatła .

II-2. Receptory sprzężone z białkiem G 

II-2.1. Działanie auksyn

A u k sy n y  n a leż ą  d o  h o r m o n ó w  ro ś l in n y c h  d o b rz e  
z b a d a n y c h  p o d  w zg lędem  che m ic zn y m . A u k s y n a  n a t u 
ra lna ,  k w as  in d o l i lo o c to w y  (IA A), o d g ry w a  w a ż n ą  rolę 
w regu lac ji  w z ro s tu  (elongacji), ró ż n ic o w a n ia  i ro zw o ju  
roślin. W ia d o m o ,  że n a  p o z io m ie  k o m ó r k o w y m ,  a u k 
syna p o w o d u je  h ip e rp o la ry z a c ję  b ło n y  k o m ó r k o w e j  
w w y n ik u  w y rz u tu  j o n ó w  w o d o ro w y c h  przez  a k t y w a 
cję H ł -A T P a z y .  J o n y  w o d o ru  p rz e n ik a ją  przez  b łonę  
k o m ó r k o w ą  d o  śc iany  k o m ó r k o w e j  p o w o d u ją c  jej 
za k w a sz e n ie  i zw ięk sza jąc  rozc iąg liw ość,  p rzez  co 
n a j p r a w d o p o d o b n ie  n a s tę p u je  w yd łużen ie  i w zro s t  
ro ś l iny  [8, 9],

O b e c n ie  w ia d o m o ,  że a u k s y n y  dz ia ła ją  zew n ętrzn ie  
n a  b ło n ę  k o m ó r k o w ą  w k o m p le k s ie  z b ia łk a m i  w ią ż ą 
cym i te cząs teczk i (A B P, z ang.: a uxin  binding protein). 
W k o m ó r k a c h  k u k u r y d z y  (Z e a  m ays)  z id e n ty f ik o w a n o  
pięć ta k ic h  b ia łek. Są to m ałe  (o k o ło  20 k D a )  cz ą s te 
czki, c h a r a k te ry z u ją c e  się d o m e n ą  w iążącą  au k sy n ę ,  
m ie jscem  u le g a ją cy m  glikozylacji ,  o r a z  w części 
C - te rm a ln e j  m o ty w e m  K.DEL. W  świecie zw ierzęcym , 
K D E L ,  sp ec ja ln a  se k w e n c ja  a m in o k w a s ó w  je s t  c h a r a 
k te ry s ty c z n a  d la  b ia łek ,  k tó re  u m ie jsc aw ia ją  się w b ło 
nie e n d o p la z m a ty c z n e g o  r e t ik u lu m .  T a k  jest  i w p rz y 
p a d k u  roślin  [10],  B ia łka  A B P  są z n a jd o w a n e  w tych 
w łaśn ie  s t r u k tu r a c h  k o m ó r k o w y c h .  Z  drugiej  j e d n a k  
s tro n y ,  b ia łk o  to  je s t  b ia łk iem  z e w n ą t r z k o m ó r k o w y m  
[9],  M o ż n a  z a te m  sądzić , że w w y n ik u  sekrecji je s t  o n o  
w ydz ie lane  z k o m ó r k i ,  być m o ż e  w k o m p le k s ie  z au k -  
syną. Część  b a d a c z y  p rzy p u sz cz a ,  że w łaśn ie  to  b ia łk o  
pełni funkcje  r e c e p to r a  au k sy n y .  Inn i  n a to m ia s t  u w a 
żają, że je s t  to  n iem ożliw e. S ądzą ,  że część h y d r o 
fo b o w a  tego  b ia łk a  jest  zby t  k r ó tk a ,  ab y  m og ło  
p r z e n ik n ą ć  p rzez  b łonę .  P r o p o n u ją  za tem , że k o m 
pleks A B P /a u k s y n a  wiąże się d o  specyficznego  b ia łk a  
z a k o tw ic z o n e g o  w b łon ie  k o m ó rk o w e j ,  pe łn iącego  
funkcje  r e c e p to ra  [11 ].  S pek u lu ją ,  że b ia łk o  to  jest 
r e c e p to re m  z w ią z a n y m  z b ia łk iem  G. Z w ią z a n ie  k o m 
p leksu  A B P /a u k s y n a  zm ien ia  k o n fo rm a c ję  b ia łk a  re 
c e p to ro w e g o ,  co  p o w o d u je  a k ty w a c ję  b ia łk a  G , k tó re  
n a s tę p n ie  s ty m u lu je  en z y m y  e fe k to row e ,  j a k  H + -A T- 
P azę,  czy fosfo lipazę C. O  udzia le  b ia łk a  G  w tym  
p roces ie  św iadczy  fakt,  że n ie h y d ro l izu ją cy  a n a lo g  
G T P ,  G T P y S ,  w z m a c n ia  d z ia ła n ie  a u k s y n  n a  k o m ó r k ę  
[9],  W y k a z a n o  także ,  że sy n te ty c zn y  a n a lo g  au k sy n y ,  
2 ,4 -D, p o w o d u je  szybk i w zro s t  p o z io m u  tr isfosfo ino-

z y to lu  i je g o  m e ta b o l i tó w ,  a z m ia n o m  tym  tow arzyszy ,  
ta k  ja k  w k o m ó r k a c h  zw ie rzęcych ,  s p a d e k  p o z io m u  
z n a k o w a n y c h  fo sfo l ip id ó w  in o z y to lo w y c h  h y d ro l iz o -  
w a n y c h  p rzez  fosfo l ipazę  C  [12],

P o n ie w a ż  ro sn ą c e  w k u l tu r z e  k o m ó r k i  roś l inne  
w y m a g a ją  d la  pro life rac ji  d o d a t k u  a u k s y n y ,  zacz ę to  
p rzy p u sz cz ać ,  że być m o ż e  a u k s y n a  m o ż e  ta k że  d z ia ła ć  
j a k o  m ito g en .  I s to tn ie ,  w y k a z a n o ,  że n ie o b ec n o ść  
a u k s y n y  w ś r o d o w is k u  z a t r z y m u je  cykl k o m ó r k o w y  
k o m ó r e k  ty to n iu ,  a p o n o w n y  d o d a t e k  w z n a w ia  ten 
p roces .  J e d n o c z e ś n ie  n a s tę p u je  a k ty w a c ja  k inaz: 
M A P K K  i M A P K .  R e z u l ta ty  te w sk a z u ją ,  że a u k s y n y  
m o g ą  in d u k o w a ć  ró ż n e  d ro g i  p r z e k a z y w a n ia  s y g n a 
łów, nie ty lk o  z u d z ia łe m  b ia łek  G , lecz ta k ż e  k a s k a d y  
M A P  k in a z  [13],

II-2.2. Działanie światła

W  prze c iw ie ń s tw ie  d o  a u k s y n y ,  k tó re j  r e c e p to r  nie 
zo s ta ł  jeszcze  z id e n ty f ik o w a n y ,  f i to c h ro m ,  w raż l iw y  na  
d z ia ła n ie  ś w ia t ła  r e c e p to r  ro ś l in n y  je s t  d o b r z e  s c h a r a k 
te ry z o w a n y .  F i t o c h r o m  je s t  n ie b ie s k o -z ie lo n y m  b a r w 
n ik ie m  o c h a r a k te r z e  b ia łk o w y m  ( c h o m o p ro te in a ) .
0 m as ie  125 k D a .  Jest  o n  sy n te ty z o w a n y  j a k o  fo rm a  
n ie a k ty w n a  i o z n a c z o n y  s y m b o le m  Pr. F o r m a  ta  jest 
w ra ż l iw a  n a  św ia t ło  c z e rw o n e ,  o d łu g o śc i  fali 660 nm
1 a b s o r b u ją c  je  p rz e k s z ta łc a  się w fo rm ę  a k ty w n ą ,  Pfr. 
P ro m ie n io w a n ie  c z e rw o n e  o d łuższe j fali (730 nm), tzw. 
d a l e k a  czerw ień ,  p rz e k s z ta łc a  Pfr z p o w r o te m  w Pr. 
W  c iągu  d n ia  f o to c h r o m  w y s tę p u je  g łó w n ie  w fo rm ie  
Pfr. N a le ż y  d o d a ć ,  że gen k o d u ją c y  b ia łk o w y  s k ła d n ik  
f i to c h ro m u  z o s ta ł  j u ż  s k lo n o w a n y ,  a n a  p o d s ta w ie  je g o  
c D N A  w y d e d u k o w a n o  p ie rw s z o rz ę d o w ą  s t r u k tu r ę  
b ia łka .  S t r u k t u r a  i w łaśc iw ośc i  f i to c h ro m u  zos ta ły  
szcz eg ó ło w o  p r z e d s ta w io n e  n a  ł a m a c h  P ostępów  B io
chemii  [14 ] .

P rz e k a z y w a n ie  s y g n a łó w  w k o m ó r c e  roślinnej  z a 
c h o d z ą c e  p o d  w p ły w e m  f o to in d u k c j i  f i to c h ro m u  b a d a 
no  z u życ iem  w ielu m e to d  [1 5 -20 ] .  W y k a z a n o ,  że 
p o d o b n ie  ja k  w p r z y p a d k u  a u k s y n  nie h y d ro l iz u ją c y  
a n a lo g  G T P ,  G T P y S ,  s ty m u lo w a ł ,  a n ie h y d ro l iz u ją c y  
a n a lo g  G D P ,  G D P y S ,  h a m o w a ł  d z ia ła n ie  f i to c h ro m u .  
D z ia ła n ie  to  by ło  ta k ż e  m o d y f ik o w a n e  p rzez  to k sy n ę  
ch o le ry  [17],  W  k o m ó r k a c h  h ip o k o ty lu  m u t a n t a  p o 
m id o r a  p o z b a w io n e g o  f i to c h ro m u  A p r o w a d z o n o  sze
reg  b a d a ń  s to s u ją c  m e to d ę  m ik ro in ie k c j i  [15-19] ,  
W y k a z a n o ,  że d o  p r a w id ło w e g o  ro z w o ju  k o m ó r k i  
o p r ó c z  in iekcji  f i to c h ro m u  n ie z b ę d n y  jes t  ta k że  d o d a 
tek C a 2 + , k a lm o d u l in y  i c G M P .  C a 2+ i k a l m o d u l in a  
k o n ie c z n e  są d la  r o z w o ju  c h lo ro p la s tu ,  a c G M P  do  
a k u m u la c j i  a n t o c j a n ó w  [1 7 -19 ] ,  W y n ik i  tych  b a d a ń  
w s k a z u ją  n a  u d z ia ł  b ia łk a  G  w sz la k u  p r z e k a z y w a n ia  
in fo rm ac ji  z a p o c z ą t k o w a n y m  p rze z  f o to in d u k c ję  f i to 
c h r o m u .  U d z ia ł  b ia łk a  G  p o s tu lu je  się ró w n ież  w p r z y 
p a d k u  p r z e k a z y w a n ia  sy g n a łó w  w w y n ik u  f o to in 
d u k c j i  k r y p t o c h r o m u  —  f o to re c e p to r a  ś w ia ta  n ie b ie s 
k iego  [3, 20],

D o ty c h c z a s  j e d n a k  nie w h ad o m o  w ja k i  s p o s ó b
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fo to re c e p to ry  o d d z ia ły w u ją  na  b ia łk o  G  [3, 15, 20], Są 
o n e  b o w iem  cy to so lo w y m i,  r o z p u sz c z a ln y m i b ia łk am i ,  
a j a k  w iem y z b a d a ń  n a d  k o m ó r k ą  zw ierzęcą,  b ia łk a  
G  są u s y tu o w a n e  w b łon ie  k o m ó rk o w e j .  D la  w y ja ś 
n ien ia  tego  p a r a d o k s u ,  T r e w a v a s  i M a i  n o  [3 ]  
w y su w a ją  szereg ró ż n y c h  h ipo tez .  S u g eru ją ,  że być 
m oże  fo to re c e p to ry  są zw ią za n e  z b ia łk a m i  cy toszk ie -  
letu  z n a jd u ją c y m i się w b lisk im  k o n ta k c ie  z w e w n ę t rz 
n ą  p o w ie rz c h n ią  b łony  k o m ó rk o w e j .  Inne  p r z y p u s z 
czenie z a k ła d a ,  że j a k a ś  b a r d z o  m a ła  (w s to s u n k u  do  
n a d m ia r u  w cy to so lu )  część f o to re c e p to r ó w  jes t  j e d n a k  
o b e c n a  w błonie , lub  że d z ia ła ją  o n e  n a  b ia łk a  G  p o 
p rzez  d o d a t k o w y  in te rm ed ia t .  P rz y p u sz c z a ją  także ,  że 
być m o ż e  zw iązan ie  f o to re c e p to r ó w  z b ło n ą  m a  m iejsce 
je d y n ie  przez  chwilę, tuż  po  a k ty w a c j i  p rzez  św ia tło  
i a b s o rb c j i  p r o to n u ,  a ta k że  su g e ru ją ,  że być m o ż e  
b ia łk o  G  w k o m ó r c e  roślinnej,  c h o ć  p o d o b n e ,  m a  inne 
w łaściw ości niż to  z n a jd y w a n e  u zw ierząt .

W szys tk ie  te h ip o te zy  są j a k  n a  razie je d y n ie  s p e k u 
lacjam i.  N ie w ia d o m o  także ,  czy b ia łk o  G  p r z e k a z u j ą 
ce sygna ły  p rzy  fo to in d u k c j i  w y w o ły w an e j  św ia t łem  
c z e rw o n y m  i n ieb iesk im  dz ia ła  w ed łu g  tego  s a m e g o  
m e c h a n iz m u ,  a ta k że  czy te sa m e  czy inne  cząs teczk i 
b ą d ź  p o d je d n o s tk i  b ia łk a  G  są z a a n g a ż o w a n e  w te 
p rocesy .  W  k o m ó r k a c h  r z o d k ie w n ik a  (A ra b id o p s is ) 
w y iz o lo w a n o  po je d y n cz y  gen k o d u ją c y  p o d je d n o s tk ę  
i  b ia łk a  G , nie w ia d o m o  je d n a k  czy to  w łaśn ie  ta  
p o d je d n o s tk a  z a a n g a ż o w a n a  jest w p ro ce sy  p r z e k a z y 
w a n ia  sy g n a łó w  in d u k o w a n y c h  p rzez  św ia t ło  [20] ,

W ro ś l in a ch  s to jący ch  na  n iższym  szczeblu  d ra b in y  
ew o lucy jne j ,  m c h u  Cera todon  p urpureus , z n a le z io n o  
gen k o d u ją c y  b ia łk o  b ędące  fo to re c e p to r e m  d la  św ia t 
ła cz e rw o n e g o  i dalekie j czerw ien i [2 0 ] ,  B ia łko  to  m a  
d o m e n ę  p o d o b n ą  d o  f i to c h ro m u  roślin  w yższych  
a w części C  te rm in a ln e j  za w ie ra  k in a z ę  b ia łk o w ą .  C o  
więcej, b ia łk o  to  u lega au to fosfo ry lac j i ,  a j e g o  a k t y w 
ność  je s t  m o d u lo w a n a  przez św ia tło .  P o d o b n ie  w b ło 
nie k o m ó r k o w e j  roślin  w yższych  s tw ie rd z o n o  o b e c 
ność  k in a zy  b ia łkow ej o m asie  120 k D a .  B ia łko  to 
u lega fosforylacji gdy roś liny  zo s ta ją  p o d d a n e  k r ó t k o 
t rw a łe m u  d z ia ła n iu  w zak res ie  p r o m ie n io w a n ia  św ia t 
ła n ieb iesk iego  [3, 20].

W y d a je  się za tem , że św ia tło  w ro ż n y c h  ty p a c h  
k o m ó r e k  i n a  ró ż n y m  e tap ie  ro z w o ju  roś lin  m o ż e  
o d d z ia ły w a ć  n a  ró żn e  n a d r o d z in y  r e c e p to r ó w  i in 
d u k o w a ć  ró żn e  szlaki p r z e k a z y w a n ia  in fo rm ac ji .

II-3. Receptory zawierające kinazy białkowe 

II-3.1. Receptoro-podobne kinazy serynowo- 
-treoninowe

W ciągu  o s ta tn ic h  lat,  w w ielu t k a n k a c h  roślin  
w y k a z a n o  o b e c n o ść  g en ó w  h o m o lo g ic z n y c h  d o  tych, 
k tó r e  k o d u ją  b ia łk a  re c e p to ro w e  z w ią z a n e  z k in a z a m i  
ty ro z y n o w y m i  u zw ie rzą t  [21],  W  o r g a n iz m a c h  r o ś l in 
nych , b ia łk a  k o d o w a n e  przez  te geny  p o s ia d a j ą  p o d o b 
nie ja k  rec ep to ry  zw ierzęce ty lk o  j e d n ą ,  p o je d y n c z ą

d o m e n ę  t r a n s b ło n o w ą ,  o ra z  część z e w n ą t r z k o m ó r k o -  
wą. W  części w e w n ą t rz k o m ó r k o w e j ,  cy to so low ej ,  w y 
s tę p u je  d o m e n a  o a k ty w n o ś c i  en z y m a ty cz n e j  k in a zy  
s e ry n o w o / t r e o n in o w e j  [17, 21]. P o m im o ,  że b ia łk a  te 
z o s ta ły  s c h a r a k te ry z o w a n e  a ich s t r u k t u r a  je s t  ju ż  
d o b r z e  p o z n a n a ,  j e d n a k  ty lko  w p r z y p a d k u  k ilku  
z n ich  w ia d o m o  ja k ie  z e w n ą t r z k o m ó r k o w e  sygna ły  na 
nie dzia ła ją .  D la te g o  też b ia łk a  te nie są n a z y w a n e  
r e c e p to ra m i  a je d y n ie  r e c e p to r o - p o d o b n y m i  k in a z a m i  
(R L K s .  z ang.: receptor-like  kinases)  [2 1 ]  (Ryc. 2).

Ryc. 2. Receptoro-podobne kinazy białkowe. A. R e c e p to ro -p o d o b n c  
k inazy b ia łkow e zawiera jące  w części cy tosolow ej d o m e n ę  
k a ta l i tyczną  o ak tyw nośc i  k inazy se ry n o w o / t reo n in o w ej .  
j e d n ą  d o m e n ę  t r a n sb ło n o w ą  i część z e w n ą tr z k o m ó rk o w ą .  
S L G . g l ik o p ro te in a  z d o m e n ą  S; SRK , re c e p to ro -p o d o b n e  
kinazy g rupy  S; L R R -R L K ,  re c e p to ro -p o d o b n e  k inazy 
zawiera jące  wiele p o w tarza jących  się reszt leucynowych; 
Cf-9 i P T O ,  białka w ywołujące  reakcję o d p o rn o śc io w e  na 
pleśń (Cf-9) i p a togeny  bak te ry jne  (PTO).  B. Z a k ty w o w a n y  
r ecep to r  RLK.-5 ulega dimeryzacji  i autofosforylac ji .

W  za leżnośc i od  b u d o w y  d o m e n y  z e w n ą t r z k o m ó r -  
kow ej ła ń c u c h a  p o l ip e p ty d o w e g o ,  b ia łk a  te zo s ta ły  
p o d z ie lo n e  na  trzy  g rupy : za w iera jące  tzw. d o m e n ę  
S (SR K), liczne p o w ta rz a ją c e  się resz ty  le u cy n o w e  
( LR R)  i g ru p ę  r e c e p to ró w  o p o d o b n e j  s t r u k tu r z e  ja k  
w y s tę p u ją c a  w re c e p to ra c h  n a s k ó rk o w e g o  c z y n n ik a  
w z ro s tu  (E G F )  [21, 22], K a ta l i ty c z n a  d o m e n a  cy to-  
s o lo w a  tych  b ia łek  za w ie ra  k inazę  s e r y n o w o - t r e o n in o -  
w ą i c h a r a k te ry z u je  się id e n ty cz n y m  sk ła d e m  a m i n o 
k w a só w  w o k o ło  4 0 %  (Ryc. 2A).

K in a z y  r e c e p to r o - p o d o b n e  pierwszej g r u p y  z n a le 
z io n o  w różnych  częściach roślin  u k u k u r y d z y ,  k a 
pusty ,  r z o d k ie w n ik a ,  a także  ryżu. Z e w n ą t r z k o m ó r -  
k o w y  reg ion  ła ń c u c h a  p o l ie p e ty d o w e g o  tych  r e c e p 
to r ó w  s ta n o w i  tzw. d o m e n ę  S p o d o b n ą  d o  S -d o m e n y  
g l ik o p ro te in y  k a p u s ty  (B rass ica ). P o n a d to ,  p o d o b n ie  
j a k  u g l ik o p ro te in y ,  w zew nętrzne j  części ł a ń c u c h a  
p o l ip e p ty d o w e g o  (d o m e n a  S), bliskiej d o m e n ie  t ra n s -  
m e m b r a n o w e j ,  w ys tępu je  10 reszt cy s te rn o w y ch  [23 ]  
(Ryc. 2A). N ie k tó rz y  b a d a c z e  sugeru ją ,  że w y s tę p u ją c a  
n a  z e w n ą t rz  b ło n y  k o m ó r k o w e j  S -d o m e n a  g l ik o p 
ro te in y  łączy się z z e w n ę t r z n ą  S -d o m e n ą  r e c e p to r o p o -  
d o b n e j  k in a zy  tw o rz ą c  h e te ro d im e ry c z n y  rec ep to r .
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R e c e p to r  ten  dz ia ła  ja k  b a r ie ra ,  nie p o z w a la ją c  na 
s a m o z a p ło d n ie n ie  roś l iny  [17, 21]. I s to tn ie ,  m u ta n ty  
p o z b a w io n e  g enu  S R K  nie są w s tan ie  o d ró ż n ić  
sw ojego  od  n ie sw o jego  z ia r n a  py łk u  i n ie z g o d n o ść  na  
s a m o z a p ło d n ie n ie  p rzes ta je  o b o w ią z y w a ć  [24],  B a d a 
cze suge ru ją ,  że w łaśn ie  k o m p le k s  g l ik o p ro te in a - re c e p -  
to r  w ch o d z i  w in te rak c ję  z p y łk iem  k w ia to w y m  i w y 
w ołu je  o c h r o n n ą  o d p o w ie d ź  k o m ó r k i  n a  swój pyłek 
[ 2 1 ,2 4 ] ,  M e c h a n iz m  tej o d p o w ie d z i  jes t  j e d n a k  jeszcze 
n ieznany .

D r u g a  g r u p a  r e c e p to r o - p o d o b n y c h  k in a z  c h a r a k 
te ryzu je  się o b e c n o śc ią  w części zew nętrzne j  ła ń c u c h a  
p o l ip e p ty d o w e g o  p o w ta r z a ją c y c h  się reszt leucyno-  
w ych  (Ryc. 2A). K in a z y  r e c e p to r o - p o d o b n e  R L K 5 .  
T M K  i T M K L 1  z n a le z io n o  u r z o d k ie w n ik a  (Arabidop-  
sis), a P R K 1  u pe tun ii  (P etu n ia ) [21],  M o ty w  L R R  (z. 
ang.: leucine-reach-repeat) z n a le z io n o  w wielu ró żn y c h  
b ia łk ac h ,  pe łn iących  ró żn e  funkcje . W y d a je  się, że jest 
on  p o t r z e b n y  d la  właściwej in te rakc j i  b i a ł k o : b ia łko .  
M o ty w  ten c h a r a k te ry z u je  się n a s tę p u ją c ą  sekwencją: 
L eu -X -X -L eu-X -L eu-X -X -A sn-X -L eu ,  p o w ta rz a ją c ą  się 
w ie lok ro tn ie .  W  p r o je k to w a n y m  m o d e lu  d z ia ła n ia  re- 
c e p to r o -p o d o b n e j  k in a zy  R L K 5  z a k ła d a  się, że rece 
p to r  ten  po  ak ty w ac j i  u lega d im eryzac ji  i au to fo s -  
forylacji,  p o d o b n ie  j a k  m a  to  miejsce w p r z y p a d k u  
r e c e p to ró w  z a w ie ra jąc y ch  k in a zy  ty ro z y n o w e  u zw ie
rzą t  (Ryc. 2B). D o  ta k  z a k ty w o w a n y c h  r e c e p to ró w  
wiąże  się b ia łk o  K A P P  (z ang.: kinase-assoeiated-  
-pro te in -phospha tase ) [25].  B ia łko  K A P P  sk ła d a  się 
z trzech  reg ionów : b a r d z o  k ró tk ie j  części N - te rm in a l -  
nej zw iązanej  z b ło n ą  k o m ó r k o w ą ,  d o m e n y  w c h o d z ą 
cej w in te rak c ję  z k in a zą ,  i w części C - te rm in a ln e j  
d o m e n y  ka ta l i tyczne j  o a k ty w n o ś c i  fosfatazy. P o  a k 
tywacji  i au to fosfo ry lac j i  r e c e p to ra ,  K A P P  w iąże się 
b ą d ź  d o  fosfoseryny, b ą d ź  fo sfo treon iny ,  b ą d ź  d o  o b u  
u fo s fo ry lo w an y c h  reszt a m in o k w a s ó w  [21],  N ie  w ia 
d o m o  je d n a k ,  czy w iązan ie  b ia łk a  K A P P  d o  r e c e p to ra  
R L K 5  z a c h o d z i  p o d o b n ie  j a k  w k o m ó r k a c h  zw ie rzę 
cych dzięki d o m e n ie  S H 2  b ia łk a  c y to so lo w eg o ,  w ią ż ą 
cego się z rec ep to rem .

W  o s ta tn im  ok res ie  czasu  w y iz o lo w a n o  z liści, łodyg, 
ko rzen i  i k w ia tó w  ró ż n y c h  roś lin  geny  k o d u ją c e  b ia łk a  
c h ro n ią c e  ro ś l iny  p rze d  c h o r o b a m i  w y w o ły w a n y m i 
przez  p a to g e n y  ro ś l in n e  [21],  I ta k  na  p rz y k ła d  gen 
Cf'-9 k o d u je  t r a n s b ło n o w e  b ia łk o  Cf-9, k tó re  c h a r a k 
te ryzu je  się o b e c n o śc ią  28 p o w ta rz a ją c y c h  się reszt 
le u cy n o w y ch  w d o m e n ie  z e w n ą t r z k o m ó rk o w e j ,  p o je 
d y n cz ą  d o m e n ą  p rz e c h o d z ą c ą  p rzez  b ło n ę  k o m ó r 
k o w ą  i b a r d z o  k r ó tk ą  d o m e n ą  C - te rm in a ln ą  p o  s t ro n ie  
cy toso low ej .  Z e w n ą t r z k o m ó r k o w a  d o m e n a  tego  b ia ł 
k a  w y k az u je  h o m o lo g ię  d o  p o d o b n e j ,  w ys tępu jące j  
w b ia łkow ej  cząs teczce r e c e p to r o p o d o b n y c h  k inaz  
L R R -R L K .  O b e c n o ś ć  tego  b ia łk a  w liściach p o m i 
d o r ó w  u o d p a r n i a  roś l iny  p rze c iw k o  pleśni [26];  j e d 
n a k  w ja k i  s p o s ó b  b ia łk o  Cf-9 p rze w o d z i  sygna ł nie 
w ia d o m o .

B ia łko  Cf-9 nie p o s ia d a  w części c y to p la z m a ty c z n e j  
d o m e n y  o a k ty w n o ś c i  k in a zy  se ry n o w o - tre o n in o w e j

(Ryc. 2A). N a to m ia s t  b ia łk o  c y to so lo w e  P T O .  k o d o 
w a n e  p rzez  gen P to  je s t  k in a z ą  s e ry n o w o - t r e o n in o w ą  
w iąż ąc ą  się z b ło n ą  k o m ó r k o w ą  i w y w o łu ją c ą  o d 
p o w ie d ź  n a  b a k te ry jn e  p a to g e n y  [21],  T łu m a c z ą c  
n ie z n a n y  m e c h a n iz m  p rz e k a z y w a n ia  sy g n a łó w  przez 
te b ia łk a ,  b a d a c z e  sug e ru ją ,  że być m oże  b ia łk o  Cf-9 
w iąże  się z r e c e p t o r o p o d o b n ą  k in a z ą  s e ry n o w o - t r e o n i 
n o w ą  ( LR R)  lu b  z cy to s o lo w y m  b ia łk iem  P T O  tw o rz ą c  
a k ty w n y  k o m p le k s  p o  p o b u d z e n iu  przez  sy g n a ł  ze
w n ę trz n y .

E w e n tu a ln e  tw o rz e n ie  się k o m p le k s u  Cf-9 P T O  
s ta n o w i ło b y  a n a lo g ię  d o  p o d o b n e g o  w y s tę p u jąc eg o  
w u k ła d z ie  im m u n o lo g ic z n y m  ssaków , gdzie b ia łk o  
ro z p o z n a ją c e  an ty g e n ,  c h a ra k te ry z u ją c e  się k r ó tk ą  
d o m e n ą  c y to s o lo w ą  ( in te r leuk ina -1 ,  1L-1) łączy się 
z c y to s o lo w ą  k in a z ą  s e ry n o w o / t r e o n in o w ą  ( I R AK )  
i w efekcie a k ty w u je  cz y n n ik  t ra n s k ry p c y jn y  (N F -kB ).  
P o d o b n a  a n a lo g ia  w y s tę p u je  w u k ładz ie  o d p o r n o ś 
c io w y m  u Drosophila  [27 ] ,  gdzie p o b u d z o n y  tran s -  
b ło n o w y  r e c e p to r  z k r ó t k ą  d o m e n ą  c y to so lo w ą  (Toll)  
reagu je  p o p rz e z  b ia łk o  o n ieznanej funkcji z k in a zą  
s e r y n o w o - t r e o n in o w ą  (Pelle) a k ty w u ją c  n a s tę p n ie  p o 
p rzez  k a s k a d ę  reakcji  c h e m ic zn y c h  czynn ik i  tr an s -  
k ry p c y jn e  w ją d rz e .  N a le ż y  d o d a ć ,  że z e w n ą t r z k o m ó r -  
k o w y m i sy g n a ła m i  d z ia ła ją cy m i  n a  r e c e p to r  Toll 
u D rosophila  są nie ty lk o  p a to g en y ,  lecz ta k ż e  we 
w c z e sn y m  s ta d iu m  em b r io g e n e z y  o k re ś lo n e  b ia łko ,  
o d p o w ie d z ia ln e  za  d a lszy  rozw ój o w a d a  (z ang.: develo 
pm en t signal)  [27],

O m ó w io n e  pow yże j k in a zy  r e c e p to r o - p o d o b n e  b o 
g a te  w resz ty  le u cy n o w e ,  w y d a ją  się b rać  także  udzia ł 
w p rz e w o d z e n iu  s y g n a łó w  b ra s s in o s te ro id ó w ,  czy 
k w a su  a b s c y z y n o w e g o  [28-30] .  B ras s in o s te ro id y  
i k w as  a b s c y z y n o w y  to  zw iązki o w łaśc iw ośc iach  
h o r m o n a ln y c h .  T e  p ie rw sze  s ta n o w ią  n o w ą  g ru p ę  
ro ś l in n y c h  h o r m o n ó w  s te ro id o w y c h ,  s ty m u lu ją c y c h  
w z ro s t  i ro zw ó j  roś l in  (a r ty k u ł  p rz e g lą d o w y  n a  t e m a t  
b io sy n tez y  i m e ta b o l i z m u  tych  zw ią zk ó w  zna jdz ie  
czy te ln ik  w je d n y m  z o s ta tn ic h  n u m e ró w  K o s m o s u  
[31]). P o d  w zg lę d em  b u d o w y  chem iczne j są one  
p o c h o d n y m i  5 a -c h o le s ta n u ,  a więc w y k a z u ją  p o d o 
b ie ń s tw o  d o  h o r m o n ó w  s te ro id o w y c h  w y s tę p u jąc y ch  
w świecie zw ie rzą t .

O s t a tn io  L i  i C h o r y  [28 ]  sk lo n o w a li  gen  B R  V, 
k tó ry  u m u t a n t ó w  r z o d k ie w n ik a  k o d u je  b ia łk o  BR 1. 
B ia łko  to  je s t  t r a n s b ł o n o w ą  k in a z ą  s e ry n o w o - t r e o n i 
n o w ą  ty p u  L L R  (Fig. 2 A), za w ie ra ją c ą  w d o m e n ie  
z e w n ą t r z k o m ó r k o w e j  25 reszt le u cy n o w y ch  [28, 29], 
P o n iew aż ,  j a k  j u ż  w s p o m n ia n o  powyżej,  m o ty w  p o 
w ta rz a ją c y c h  się resz t le u cy n o w y ch  sugeru je  in te rak c ję  
b i a ł k o : b ia łk o ,  nie je s t  w y k lu cz o n e ,  że z b ia łk iem  
r e c e p to r o w y m  BR/1 łączy  się nie cz ąs teczka  b ra ss in o s -  
te ro id u  j a k o  t a k a  a z w ią z a n e  z nią  b ia łk o  d o p r o w a d z a 
ją c e  h o r m o n  d o  p o w ie rz c h n i  k o m ó rk i .  W  p o d o b n y  
s p o s ó b  z r e c e p to r a m i  b łon  k o m ó r k o w y c h  łączą  się 
b ia łk a  t r a n s p o r tu j ą c e  s te ro id o w e  h o r m o n y  p łc iow e 
u z w ie rzą t  [28],

Z  ko le i k w a s  a b s c y z y n o w y ,  h o r m o n a l n y  in h ib i to r
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w z ro s tu  roślin , o d d z ia łu je  n a jp r a w d o p o d o b n ie j  n a  
k in a z ę  r e c e p to r o - p o d o b n ą  (R P K  1), k tó r a  w z e w n ą t r z  - 
k o m ó r k o w e j  d o m e n ie  wiążącej l igand  z a w ie ra  ty lk o  
5 p o w ta rz a ją c y c h  się reszt le u c y n o w y c h  [30 ] ,  T r a k 
to w a n ie  Arab idopsis  p rzez j e d n ą  g o d z in ę  k w a se m  
a b s c y z y n o w y m  in d u k u je  eksp res ję  g en u  R P K / 1 .  C o  
więcej, r a p to w n a  ek sp re s ja  tego  g enu  n a s tę p u je  ta k ż e  
w tedy ,  gdy  ro ś l ina  zos ta je  p o d d a n a  d z ia ła n iu  s t resó w  
ś ro d o w isk o w y c h ,  ta k ich  ja k  o d w o d n ie n ie ,  n isk a  t e m 
p e r a tu ra ,  czy z m ia n y  c iśn ien ia  o sm o ty c z n e g o  [30].

A za te m  p o m im o ,  że d rog i  p r z e k a z y w a n ia  s y g n a łó w  
z u d z ia łe m  r e c e p to r o -p o d o b n y c h  k in a z  s e ry n o w o - t re -  
o n in o w y c h  są u roślin  jeszcze d o k ła d n ie  nie p o z n a n e ,  
to  w y d a ją  się pełn ić n iezm iern ie  w a ż n ą  ro lę  n ie d o p u sz -  
cz a jąc  d o  s a m o z a p ło d n ie n ia ,  pe łn iąc  funkc je  o c h r o n n e  
p rz e c iw k o  p a to g e n o m  c h o r o b o tw ó r c z y m ,  o r a z  n a j 
p r a w d o p o d o b n ie j  p rz e w o d z ą c  sy g n a ły  b r a s s in o s te ro i -  
d ó w  czy k w a su  abscy z y n o w e g o .  R e c e p to ry  te w y d a ją  
się ta k że  o d p o w ia d a ć  na  stres  ś ro d o w isk o w y .  A n a lo g ie  
z p o d o b n y m i  sy s tem a m i s y g n a ło w y m i u o w a d ó w  
i s s a k ó w  b u d z ą  na jw yższe  za in te re so w a n ie ;  p r z y p o m i 
n a m y  także ,  że re c e p to r  T G F /J  z a w ie ra ją c y  k in a zę  
s e ry n o w o - t r e o n in o w ą  i w sp ó łd z ia ła ją c y  z cz y n n ik ie m  
tr a n s f o r m a c y jn y m  (i, w yda je  się k o n ie c z n y  d la  p r a w id 
ło w e g o  p rze b ieg u  cyk lu  ro z w o jo w e g o  k o m ó r e k  zw ie 
rzęcych.

II-3.2. Receptory zawierające kinazę histydynową

S t r u k t u r a  i fu n k c ja  w szys tk ich  pow yże j p r z e d s t a 
w io n y c h  re c e p to ró w  b a z o w a ła  n a  ich p o d o b ie ń s tw ie  
d o  re c e p to ró w  w ystę p u jąc y ch  w k o m ó r k a c h  zw ie rzą t .  
J e d n a k ż e  w k o m ó r k a c h  ro ś l in n y c h  w y k a z a n o  ta k ż e  
o b e c n o ś ć  r e c e p to ró w  p r z y p o m in a ją c y c h  d w u  s k ł a d 
n ik o w y  system  re c e p to ro w y  c h a r a k te r y s ty c z n y  d la  
o r g a n iz m ó w  b a k te ry jn y c h  [32].

D w u s k ła d n ik o w y  sys tem  r e c e p to r o w y  u b ak te r i i  
o d p o w ia d a  za  regu lac ję  wielu p ro ce só w ,  ta k ic h  ja k  
c h e m o ta k s ja ,  o sm o la rn o ść ,  re a k c ja  n a  d o s tę p n o ś ć  
i s tężen ie  su b s tan c j i  p o k a r m o w y c h ,  czy tw o rz e n ie  
p r z e t rw a ln ik ó w  [32].  S ystem  ten  s k ła d a  się z se n so ra ,  
z a k o tw ic z o n e g o  w b łon ie  i o d b ie ra ją c e g o  sygna ły  
ze w n ętrzn e .  W  sk ład  se n so ra  w c h o d z i  j a k o  in te g ra ln a  
część cząs teczk i h i s ty d y n o w ą  k in a z a  b ia łk o w a .  P o  
z a d z ia ła n iu  z e w n ę trz n e g o  sygna łu ,  n a s tę p u je  a k t y w a 
cja k in a zy  i au to fo s fo ry lac ja  resz t  h is ty d y n o w y c h .  
N a s t ę p n ie  d o c h o d z i  d o  p rzen ies ien ia  g r u p y  f o s fo r a n o 
wej z h is ty d y n y  na  kw as  a s p a r a g in o w y  w c h o d z ą c y  
w sk ła d  drugiej  części sys tem u, k tó r a  je s t  b ia łk o w y m  
czy n n ik ie m  t ra n s k ry p c y jn y m ,  tzw. r e g u la to r e m  [3, 33, 
34].  U  w iększośc i bak te r i i  r e g u la to r  s ta n o w i  o d r ę b n ą  
część sys tem u, n iek iedy  j e d n a k  s e n so r  i r e g u la to r  
tw o r z ą  p o łą c z o n ą  całość.

T e n  ty p o w y  d la  bak te r i i  sys tem  re c e p to ro w y ,  z a w ie 
ra ją c y  k in a zę  h is ty d y n o w ą  z o s ta ł  w y k ry ty  w k o m ó r 
k a c h  A rabidopsis  thaliana. W y k a z a n o ,  że r e c e p to ry  te 
są a k ty w o w a n e  p rzez  h o r m o n y  ro ś l in n e  —  p r o s ty  gaz, 
e ty len  ( C 2H 4) i cy to k in in y .  P o w sz e c h n ie  u w a ż a  się, że

e ty len  b ierze udzia ł  w p rzyśp ie szen iu  d o j r z e w a n ia  
o w o có w ,  a c y to k in in y  są h o r m o n a m i  o d p o w ie d z ia l 
nym i za k ie łk o w an ie  roślin , j e d n a k  h o r m o n y  te re g u 
lują wiele ró żn y c h  p ro ce só w  w zros tu ,  p o d z ia łu  i r ó ż 
n ic o w a n ia  a  ró w n ież  reakcję  rośliny  na  w p ływ  ś r o d o 
wiska.

U rz o d k ie w n ik a  (Arabidopsis  thaliana)  gen  E T R I  
k o d u je  b ia łk o  r e c e p to ro w e  będ ą ce  h y b r y d ą  z a w ie ra ją 
cą p o łą c z o n ą  w j e d n ą  ca łość  cząs teczkę  s e n s o ra  i r e g u 
la to ra .  S en so r  za w ie ra  d o m e n ę  N - t e r m in a ln ą  z t rz e m a  
t r a n s b ło n o w y m i  f ra g m e n ta m i  ł a ń c u c h a  p o l ip e p ty d o -  
wego. D o  tych t r a n s b ło n o w y c h  f ra g m e n tó w  wiąże się 
ety len ,  a więc wiąże się d o  r e c e p to ra  w b ło n ie  k o m ó r 
kow ej [34],  Jest to  z ro z u m ia łe ,  b o w iem  e ty len  14 razy 
lepiej ro z p u sz c z a  się w ś ro d o w isk u  l ip id o w y m  niż 
w o d n y m .  P rzy łączen ie  e ty lenu  p o w o d u je  d im ery zac ję  
r e c e p to r ó w  i au to fo s fo ry lac ję  reszty  h is ty d y n y  z n a j 
du jące j  się w k a ta l i tyczne j ,  cy toso low ej d o m e n ie  rec ep 
to r a  (Ryc. 3). W  c y to so lu  p ró c z  d o m e n y  k a ta l i ty czn e j  
s e n so ra  z n a jd u je  się zw ią za n e  z n im  b ia łk o  r e g u la to r o 
we. R esz ta  k w asu  a s p a r a g in o w e g o  tego  b ia łk a  ulega 
ró w n ież  fosforylacji ,  p o d o b n ie  j a k  m a  to  miejsce 
u b a k te r i i  [13, 33, 34] (Ryc. 3). U A rabidopsis  w y k ry to  
jeszcze inne  geny  o d p o w ia d a ją c e  n a  etylen. G e n  E R S  
k o d u je  b ia łk o  re c e p to ro w e  ERS. B ia łko  to  za w ie ra

etylen

CTR1
I
?

I
odpowiedź komórki

Ryc. 3. D w u-system ow y receptor etylenu, E T R I. Recep to r  F T R l  
zaw iera jący  k inazę h is tydynow ą. P o  zw iązan iu  etylenu 
recep to r  ulega dimeryzacji i autofosforylac ji . G r u p a  fos
fo ran o w a  z h istydyny (H) zostaje  p rzen ies iona  na  kwas 
a s p a ra g in o w y  (D), zna jdu jący  sie w drugiej części b ia łka  
recep to row ego .  Po  aktyw acji  r ecep to ra  n as tępu je  a k ty 
w acja  białka C T R 1 ,  będącego  k inaza  se rynow o  treon ino -  
wą. K a s k a d a  k inaz  p row adzi  do  okreś lonej  odpow iedz i  
kom órk i.
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część N - t e r m in a ln ą ,  h o m o lo g ic z n ą  w 7 5 %  z b ia łk iem  
ET R 1 . N ie  z a w ie ra  o n o  j e d n a k  d o m e n y  z kw ase m  
a s p a r a g in o w y m  [34].  O b a  ty p y  re c e p to ró w  po  a k 
tywacji  u le g a ją  d im eryzac ji  i au to fosfo ry lac j i  i reagu ją  
z in n y m  w y s tę p u ją c y m  w cy to so lu  b ia łk iem , tzw. 
C T R 1  (Ryc. 3). B ia łko  to  je s t  s e ry n o w o / t r e o n in o w ą  
k in a z ą  b ia łk o w ą  p o d o b n ą  d o  k in a z y  R af  z n a jd o w a n e j  
w k o m ó r k a c h  zw ie rzęcych  n a  szczycie k a s k a d y  M A P  
k in a z  ( M A P K K K )  [13].

C y to k in in y  w k o m ó r k a c h  A rab idopsis  d z ia ła ją  na  
inny  rec ep to r ,  h o m o lo g ic z n y  j e d n a k  d o  pow yżej o p i s a 
n ego  [35],  W y iz o lo w a n y  gen  C K I 1  k o d u je  w h o d o w a 
nych  k o m ó r k a c h  m u ta n tó w  b ia łk o  re c e p to ro w e  C K I 1 
o d p o w ia d a ją c e  n a  d z ia ła n ie  c y to k in in y  w z m o ż o n ą  
p ro liferac ją .  B ia łko  re c e p to ro w e  sk ła d a  się z p o łą c z o 
nych  ze so b ą  d w ó c h  d o m e n  cy to so lo w y ch ,  z k tó ry c h  
p ie rw sza  z a w ie ra  k in a zę  h is ty d y n o w ą  a d r u g a  k w as  
a s p a ra g in o w y .  A k ty w a c ja  r e c e p to ra  p o w o d u je  p o d o b 
nie j a k  o p is a n o  d ła  e ty lenu  a u to fo s fo ry lac ję  h is ty d y n y  
a n a s tę p n ie  fosforylację k w a s u  a s p a ra g in o w e g o .  J e d 
nak ,  w o d r ó ż n ie n iu  o d  r e c e p to r a  e ty lenu , w części 
b ło n o w ej  w y s tę p u ją  tu  ty lk o  d w a  se g m en ty  t r a n s m e m -  
b r a n o w e  a łączący  je  o d  s t ro n y  z e w n ą t r z k o m ó rk o w e j  
ł a ń c u c h  p o l ip e p ty d o w y  z a w ie ra  liczne m ie jsca  u le g a ją 
ce g likozylacji  [35].

N ależy  d o d a ć ,  że p o d o b n y  b a k te ry jn y ,  d w u s k ła d 
n ikow y , sz lak  p rz e k a z y w a n ia  sy g n a łó w  za w iera jący  
k inazę  h is ty d y n o w ą  w części sen so ra ,  o ra z  w łącza jący  
e ta p  p rzen ies ien ia  g ru p y  fos fo ranow e j  z h is ty d y n y  na  
k w as  a s p a r a g in o w y  w części re g u la to ro w e j ,  w y k ry to  
nie ty lko  u Arab idopsis  lecz i u innych  o rg a n iz m ó w  
e u k a r io ty c z n y c h ,  a m ia n o w ic ie  S a cc h a ro m yc es , Dic-  
tyoste lium  i N eu ro sp o ra  [36 ].

III. Czy fitochrom jest kinazą histydynową? 
Uwagi końcowe

N in ie jsza  p r a c a  u w id a c z n ia  ja k  b a r d z o  w ciągu  
o s ta tn ic h  ki l ku  la t  w z ro s ła  w iedza  o p rz e k a z y w a n iu  
sy g n a łó w  w k o m ó r k a c h  roś linnych .  N a j le p sz y m  p rz y 
k ła d e m  g w a ł to w n ie  rozw ija jące j  się w iedzy o re c e p 
to ra c h  ro ś l in n y c h  są p u b l ik a c je  d o ty c z ą c e  re c e p to ró w  
z a w ie ra jąc y ch  k in a zę  h is ty d y n o w ą .  P o z w a la ją  one, 
m iędzy  innym i,  n a  z m o d y f ik o w a n ie  d o ty c h c z a so w y c h  
w ia d o m o śc i  d o ty c z ą c y c h  d z ia ła n ia  f i to c h ro m u .

J a k  o p is a n o  pow yżej ( p o d ro z d z ia ł  11-2.2.), w l i t e ra 
tu rze  do tyczące j  d z ia ła n ia  f i to c h ro m u  is tn ie ją  d o n ie 
sienia w sk az u ją ce ,  że f i to c h ro m  o d p o w ia d a ją c  na  
św ia tło  u lega  fosforylacji . S tw ie rd z o n o ,  że fosfo ry low a-  
n a  je s t  z n a jd u ją c a  się w części N - te rm in a ln e j  ła ń c u c h a  
p o l ip e p ty d o w e g o  resz ta  se ryny  [36].  S ą d z o n o  j e d n a k ,  
że ta  fosfory lacja  (p o d o b n ie  j a k  w p r z y p a d k u  r o d o p 
syny, czy r e c e p to ró w  /T a d re n e rg ic z n y c h  z w ią za n y ch  
z b ia łk iem  G  u zw ie rzą t  [6 ])  p ro w a d z i  d o  desen- 
sytyzacji  (odw raż liw ien ia )  f i to c h ro m u  i o d b y w a  się 
z u d z ia łe m  k in a z y  w iążącej się d o  rec ep to ra .  Ja k  
w y k a z a n o  j e d n a k  ju ż  w p o ło w ie  la t  o s iem dz ies ią tych ,  
cząs tec zk a  f i to c h ro m u  j a k o  t a k a  m a  w łaściw ości k i n a 

zy [37 ].  S p o s t rz e ż e n ie  to  było j e d n a k  t r u d n e  d o  
w y t łu m a c z e n ia  i nie u z n a n o  je  za is to tne ,  p o n ie w a ż  
se k w e n c ja  a m in o k w a s ó w  f i to c h ro m u  różni się z n a c z 
nie od  tej w y s tę p u jąc e j  w z n a n y c h  se k w e n c jach  k in a z  
s e r y n o w o / t r e o n in o w y c h ,  czy ty ro zy n o w y c h .  B a d a n ia  
la t  o s ta tn ic h  p rzy n io s ły  j e d n a k  in fo rm ac je  o w y s tę p o 
w a n iu  w o r g a n iz m a c h  e u k a r io ty c z n y c h  b a k te ry jn e j  
k in a z y  h is ty d y n o w e j  [34-36] .  O k a z a ło  się, że o k o ło  
250 a m in o k w a s ó w  z n a jd u ją c y c h  w części C - te rm in a l -  
nej f i to c h ro m u  w y k a z u je  p o d o b ie ń s tw o  d o  tej k in a z y  
[36 ] ,  C o  więcej, w  1997 r. u k az a ły  się p race ,  k tó r e  
d o w io d ły ,  że s inice (C yanobac ter iae)  z a w ie ra ją  f i to c h 
r o m  C p h l ,  b ę d ą c y  r e g u lo w a n ą  przez  św ia tło  d w u 
s k ła d n ik o w ą  k in a z ą  h is ty d y n o w ą  [36, 38].

T o  o d k ry c ie  n ie p o zw o l i ło  ju ż  na  dalsze  le k c e w a ż e 
nie p o p r z e d n ic h  d a n y c h  d o św ia d cz a ln y c h .  B a d ac ze  
u w a ż a ją  więc, że w y s tę p u ją c y  u roś l in  f i to c h ro m  jes t  
n a jp r a w d o p o d o b n ie j  z m ie n io n ą  w trak c ie  ew oluc ji  
b a k t e r y jn ą  k in a z ą  h is ty d y n o w ą .  E l i c h  i C h o r y  
[3 6 ] ,  ro z w a ż a ją c  m e c h a n iz m  d z ia ła n ia  f i to c h ro m u  
su g e ru ją ,  że k in a z a  s ta n o w ią c a  in te g ra ln ą  część r e c e p 
t o r a  p r o w a d z i  b ą d ź  fosforylację seryny. b ą d ź  (co je s t  
n a ra z ie  je d y n ie  sp e k u lac ją )  fosforylacji u lega h is tydy -  
na ,  p o  czym  n a s tę p u je  p rzen ies ien ie  g ru p y  fo s fo r a n o 
wej n a  resz tę  seryny .

P o m i m o  in te n s y w n y c h  b a d a ń  m e c h a n iz m  d z ia ła n ia  
f o to c h r o m u  je s t  z a te m  da lek i  jeszcze od  w yjaśn ien ia .  
R e c e p to r  ten  nie m o ż e  być  za liczony  d o  r e c e p to r ó w  
z a w ie ra ją c y c h  k in a z ę  s e ry n o w ą .  N a  py tan ie :  czy f i to c h 
r o m  je s t  k in a z ą  h is ty d y n o w ą ?  o d p o w ie d ź  b rzm i: jeśli 
jes t ,  to  je s t  to  a ty p o w a  k in a z a  [36].  N ie w y k a z a n o  
b o w ie m  fosforylacji  h is ty d y n y ,  a g d y b y  z a c h o d z i ła  to  
p rzen ies ien ie  resz ty  fo s fo ranow ej  n a s tę p o w a ło b y  n a  
resz tę  serynę ,  a nie n a  k w a s  a s p a ra g in o w y .  N ie  w ia d o 
m o  ta k ż e  czy i w ja k i  s p o s ó b  f i to c h ro m  w sp ó łd z ia ła  
z b ia łk ie m  G.

R e a su m u ją c ,  n in ie jsza  p ra c a  p o k a z u je  j a k  b a r d z o  
w z ro s ła  i j a k  b a r d z o  je s t  jeszcze n ie k o m p le tn a  w ied z a
0 p r z e k a z y w a n iu  sy g n a łó w  w k o m ó r k a c h  ro ś l innych .  
W y k a z u je ,  że p rz e k a z y w a n ie  sy g n a łó w  w świecie ro ś l in  
z a w ie ra  wiele e le m e n tó w  p o d o b n y c h  d o  w y s tę p u ją 
cych w świecie zw ie rzą t .  Są n im i rec ep to ry  b ło n o w e ,  
b ia łk o w e  k in a z y  i fosfa tazy ,  za leżne  od  p o te n c ja łu  
k a n a ły ,  czy w tó r n e  p rz e k a ź n ik i  in form acji .  D o d a t 
k o w o  j e d n a k  r o ś l in n e  sz lak i p rz e k a z y w a n ia  s y g n a łó w  
z a w ie ra ją  e l e m e n ty  ty p o w e  d la  o r g a n iz m ó w  b a k t e r y j 
nych ,  j a k  d w u  s k ła d n ik o w y  system  b ia łek  r e c e p to r o 
w ych  z k in a z ą  h is ty d y n o w ą .  D a n e  te, a szczegó ln ie  
b a d a n ia  n a d  f i to c h ro m e m  u w id ac zn ia ją ,  że w p roces ie  
ew o luc j i  ro ś l in y  w y tw o rz y ły  sw o ją  w łasn ą  d r o g ę  p r z e 
k a z y w a n ia  sy g n a łó w  w k o m ó rc e .  Je d n o cz eśn ie ,  p o d o 
b ie ń s tw o  p o sz c z e g ó ln y c h  e le m e n tó w  sz lak ó w  p r z e k a 
z y w a n ia  in fo rm ac ji  u roślin ,  b ak te r i i ,  d ro żd ż y ,  o w a d ó w
1 s s a k ó w  w s k a z u je  n iezb ic ie  n a  j e d n o r o d n o ś ć  św ia ta  
o rg a n ic z n e g o .

A r ty k u ł  o tr zym a n o  18 grudnia  1997 r.
Z a a k c e p to w a n o  do druku  30 m arca  1998 r.
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działanie i rola w aktywacji limfocytów T

The CD45 antygen with phosphatase activity; structure and 
function in the T-cell activation
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J A D W I G A  G N I O T - S Z U L Ż Y C K A 2
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Wykaz stosowanych skrótów: C D  kompleks różnicujący 
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z CD45 (ang. CD45 associated protein); E G F  — naskórkowy 
czynnik wzrostowy (ang. epidermal growth factor); gp — gli-
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koproteina (ang. glikoprotein); LCA — wspólny czynnik 
lekocytów (ang. leucocyte common antygen); LPA P — fos- 
fobiałko limfocytów związane z fosfatazami (ang. lymphocyte 
phosphatase-associatedphosphoprotein); M H C  białko zgo
dności tkankowej (ang. major histocomatihility complex); 
N-CAM — (ang. neutral cell adhesion molecule); PDGF' 
— plytkopochodny czynnik wzrostowy (ang. platelet derived 
growth factor); PLC - fosfolipaza C (ang. phospholipase C ); 
PKC kinaza białkowa C (ang. protein kinase C); TCR 

receptor limfocytów T (ang. T-cell receptor).
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I. Wstęp

O b s z e rn a  w iedza  o k in a z a c h  fo s fo p ro te in o w y ch  i ich 
k lu c z o w y m  z n a c z e n iu  w regulacji  p rz e m ia n  m e ta b o l i 
cznych  w o s ta tn im  dziesięcio lec iu  z o s ta ła  u z u p e łn io n a  
w y n ik a m i  in tensyw nie  p r o w a d z o n y c h  b a d a ń  n a d  fos- 
fo ta z a m i  fo s fo p ro te in o w y m i [1-3] .

F o s fo ta z y  fo s fo p ro te in o w e  m o ż n a  podzie lić  n a  dw ie  
grupy: e n z y m y  specyficzne w s to s u n k u  d o  miejsc 
ty ro z y n o w y c h  ( typu  I) o ra z  d o  miejsc se ry n o w y ch  
i t r e o n in o w y c h  bia łek  ( typu  II). W ś ró d  p o p u la c j i  
fosfo taz  ty p u  I m o ż n a  w y ró ż n ić  p o d p o p u la c je  b ia łek  
ro z p u sz c z a ln y c h  (cy to so low ych ,  ją d r o w y c h  itp.), j a k  
i ty p u  r e c e p to ro w e g o ,  k tó r e  o g ó ln y m  p la n e m  b u d o w y  
p r z y p o m in a ją  r e c e p to ry  b ło n o w e  w y k a z u ją c e  a k t y w 
ność  k in a z o w ą  specyficzną d o  miejsc ty ro zy n o w y c h .  
T ego  ty p u  k in a z a m i  są tak  w aż n e  i d o b r z e  p o z n a n e  
b ia łk a  b ło n o w e ,  j a k  re c e p to r  n a s k ó rk o w e g o  c z y n n ik a  
w z ro s tu  (E G F ) ,  i n s u l in o p o d o b n e g o  c z y n n ik a  w zrostu ,  
p ły tk o p o c h o d n e g o  c z y n n ik a  w z ro s tu  ( P D G F )  itp. S ze
roki p rze g ląd  d o ty c z ą c y  fosfo taz  ty p u  I z a r ó w n o  
ro zp u sz cz a ln y c h ,  ja k  i r e c e p to ro w e g o  p la n u  b u d o w y  
zw ią za n y ch  z a k ty w a c ją  lim focy tów  zn a jdz ie  czy te ln ik  
w p racy  [4],

W o k res ie  od  1988 d o  1992 ro k u  w y o d rę b n io n o  
i s c h a r a k te r y z o w a n o  30 ró żn y c h  fosfo taz  fo s fo p ro te i 
no w y ch ,  i s k lo n o w a n o  15 fosfo taz  typu  re c e p to ro w e g o  
cyt. za [5, 6].

D o  zn a c z ą c y c h  os iągn ięć  w dz iedz in ie  p o z n a n ia  
m o le k u la rn y c h  w łaściw ośc i fosfotaz fo s fo ty rozyno-  
w ych m o ż n a  zaliczyć o k reś len ie  k rys ta l icznej  s t r u k tu r y  
fosfo tazy  fo s fo ty rozynow e j  z serca  w o łu  [7 ] ,  n as tę p n ie

Tabela E

z w ą t r o b y  w ołow ej [8 ]  o ra z  p o z n a n ie  p o w ią z a ń  s t ru k -  
tu ra ln o - fu n k c jo n a ln y c h  sekw encji  c e n t ru m  k a ta l i ty c z 
nego  [9, 10], W y k a z a n ie  w 1988 ro k u  w ysokie j h o m o -  
logii (sięgającej 4 0 % )  cy to so lo w y ch  d o m e n  C D 4 5  
z sekw enc ją  d o m e n y  k a ta l i ty czn e j  fosfotazy P T B 1 B  
p o ch o d z ąc e j  z ło ż y sk a  lu d z k ieg o  [11 ]  p rzyczyn iło  się 
d o  w y k ry c ia  ak ty w n o śc i  fosfo tazow ej C D 4 5  [ 12] i było  
p rz e ło m o w y m  w y d a rz e n ie m  w b a d a n ia c h  je g o  roli 
w p ro ce sac h  im m u n o lo g ic z n y c h .  P o z a  tym, o d k ry c ie  
to, j a k o  p ion ie rsk ie ,  o tw o rz y ło  d ro g ę  d o  b a d a ń  innych  
bia łek  t r a n s m e m b r a n o w y c h  o a k ty w n o ś c ia c h  fosfota- 
zow ych.

A n ty g en  C D 4 5  jest t r a n s m e m b r a n o w ą  g l ik o p ro te i -  
n ą  w y s tę p u ją c ą  na  p o w ie rz ch n i  w szys tk ich  j ą d rz a s ty c h  
k o m ó r e k  h e m a to p o e ty c z n y c h ,  w tym  na  n ie d o jrza ły ch  
ery t ro cy tac h .  Z a n i k a  o n  n a to m ia s t  w ich fo rm a c h  
do jrza ły ch  i nie w ys tępu je  n a  po w ie rz ch n i  p ły tek  krw i 
[13],  W  tabeli  1 p o d a n o  w y k a z  fosfo taz  t r a n s m e m b 
r a n o w y c h  i c y to so lo w y c h  ty p u  I w y s tę p u jąc y ch  w k o 
m ó r k a c h  h e m a to p o e ty c z n y c h  [14-30],

Z a n im  a n ty g e n o w i  C D 4 5  z o s ta ła  n a d a n a  obecn ie  
o b o w ią z u ją c a  n a z w a  był n a z y w a n y  w n a s tę p u ją c y  
sposób : LCA , B-220, T-200, Ly-5 [13, 31-34], Ź ró d ło -  
słow y każdej  z nich  n a w ią z u ją  d o  innej c h a r a k t e r y s 
tycznej cechy tego  b ia łka .  L C A -  jes t  s k r ó te m  od  
angielskiej n az w y  leucocyte  com m on antygene .  N a z w a  
B-220 i T 2 0 0  odzw ie rc ie d la  s ta n  w iedzy  sp rzed  20 lat, 
k iedy  różne  iz o fo rm y  C D 4 5  t r a k t o w a n o  j a k o  o d r ę b n e  
b ia łk a  i p o s ta ć  o m asie  220 k D  w y s tę p u ją c ą  na  
po w ie rz ch n i  l im focy tów  B nie u to ż s a m ia n o  z ró ż n y m i 
iz o fo rm a m i e n z y m u  w y s tę p u jąc y m i na l im focy tach  T. 
S y m b o le m  Ly-5 był o z n a c z a n y  h o m o lo g ic z n y  a n ty g e n

W y k a /  fosfotaz fosfopro te inow ych  wys tępu jących  w k o m ó r k a c h  hem atopoe tycznyc h .

N azw a W ys tępow an ie
O d n o śn ik

l i te ra tu row y

T  r a n s m e m b ra n o w e C D 4 5 W szystkie  k o m ó rk i  hcm o p o e ty -  
czne

[3. 6-19]

P T P ? Szeroko  ro zpow sze chn ione

PT  P r Szpik kostny

C y tozo low e S H P K o m ó rk i  l imfoidalne i mieloidal-  
nc

[19-31]

P T P 1 C .  H C P .  SH C . P T P H K o m ó rk i  l imfoidalne i mieloidal-  
ne

He P T P K o m ó rk i  l imfoidalne

T C - P T P Szeroko  ro zpow sze chn ione

P T P  IB Szeroko  ro zpow sze chn ione

M E G -1 M egakar iocy ty

M E G -2 M egak a r io c y ty

cdc25 Szeroko  ro zpow sze chn ione

PAC-1 K o m ó rk i  l imfoidalne
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p o d le g a ją c y  ekspresji  w m ysich  leu k o cy ta ch .
O  w aż n o śc i  C D 4 5  w p ro c e sa c h  im m u n o lo g ic z n y c h ,  

św iadczyć  m oże  ch o c ia ż b y  je g o  w ysoki,  m nie j więcej 
d z ie s ię c io p ro c e n to w y  udzia ł  w ca łkow ite j  m as ie  p o 
w ie rz ch n io w y ch  g l ik o p ro te in  l im focytów , a p rze d e  
w szy s tk im  p o tw ie rd z o n y  w wielu u k ła d a c h  d o ś w ia d 
cz a ln y ch  fak t  n ie zb ę d n o śc i  tego  a n ty g e n u  w p ro ce s ie  
ak ty w a c j i  l im focy tów  B i T  o ra z  k o m ó r e k  N K  i m a k r o -  
fagów. E k sp e ry m e n ty ,  p r z e p ro w a d z a n e  z z a s to s o w a 
n iem  te ch n ik  inżynierii  genetyczne j  w y k a z a ły  b r a k  
p ro c e só w  ak tyw ac j i  w l in iach k o m ó r e k  n o w o t w o r o 
w ych  nie w y ra ża jąc y ch  C D 4 5  (np. J u r k a t ,  H P B .A L L )  
o r a z  k o re la c ję  m iędzy  p rz y w ró c e n ie m  z d o ln o śc i  e k s 
presji te g o  a n ty g e n u ,  a p o ja w ien ie m  się zd o ln o śc i  d o  
a k tyw ac j i .  E k sp e ry m e n ty  te zos ta ły  d o k ła d n ie j  o p isa n e  
w ró ż n y c h  a r ty k u ła c h  p rz e g lą d o w y c h  [31, 35-38]. 
W a r to  w sp o m n ie ć ,  że o p ró c z  tego  C D 4 5  o d g r y w a  
z n a c z ą c ą  ro lę w p ro ce sac h  a p o p to z y  l im focy tów  i do j-  
r z e w a n ia  ty m o c y tó w  w grasicy  [39-41] ,  U d z ia ł  C D 4 5  
w a p o p to z ie  i d o jr z e w a n iu  w yda je  się być oczyw is ty  
w świetle  tego, że z a r ó w n o  w p roces ie  a k ty w a c j i ,  
a p o p to z y .  j a k  i d o j r z e w a n ia  ty m o c y tó w  bie rze  udz ia ł  
p o d o b n y  zes taw  a n ty g e n ó w  p o w ie rz c h n io w y c h  tych 
k o m ó r e k  o ra z  b ia łek  z a a n g a ż o w a n y c h  w p ro ce sy  
p rz e k a ź n ic tw a  w e w n ą t r z k o m ó r k o w e g o .  P o d o b i e ń 
s tw a  o r a z  różn ice  w p rze b ieg u  tych  p ro ce só w ,  p r o b le m  
o k r e ś la n ia  p u n k tó w  dyw ergenc ji  o ra z  k o n w e rg e n c j i  
p o sz cz eg ó ln y c h  c iągów  p rz e m ia n  w tó r n e g o  p r z e k a ź 
n ic tw a  w nie z a a n g a ż o w a n y c h  są od p e w n e g o  czasu  
p r z e d m io te m  in te n sy w n y c h  b a d a ń  [42-45],

II. Struktura molekularna CD45

W p o ło w ie  lat o s ie m d z ies ią ty c h  o k r e ś lo n o  pierw - 
s z o rz ę d o w ą  s t r u k tu r ę  C D 4 5  szczura ,  m yszy  i c z ło w ie 
k a  z sekw encj i  n u k le o ty d o w e j  D N A  [46-49] ,

C h a ra k te ry s ty c z n ą  cechą  b u d o w y  m o le k u la rn e j  
C D 4 5  je s t  o b e c n o ść  w d o m e n ie  z e w n ą t r z k o m ó r k o w e j  
p r o d u k t ó w  trzech  N - te r m in a ln y c h  e g z o n ó w  ( o z n a c z a 
n ych  j a k o  4, 5. 6 lub  A, B, C) p o d le g a ją c y c h  p ro c e so w i  
z r ó ż n ic o w a n e g o  s k ła d a n ia  (alternative splicing). W  z a 
leżności od  wersji w jak ie j  z o s ta ła  z ło ż o n a  d a n a  
iz o fo rm a  C D 4 5 ,  je g o  m a sa  cz ą s te c z k o w a  m o ż e  p rz y j 
m o w a ć  w a r to śc i  z za k re su  180-220 k D  [13, 31].

W ie lk o ść  m a sy  cząs teczkow ej za leży ta k ż e  o d  s t o p 
n ia  g likozylacji  en z y m u ,  u w a r u n k o w a n e j  o b e c n o ś c ią  
reszt a m in o k w a s o w y c h  u lega jących  g liko lyzacji ,  co 
z kolei je s t  rów n ież  zw ią za n e  z ro d z a je m  z ło że n ia  
e g z o n ó w  p o d le g a ją cy c h  z jaw isku  a l t e r n a ty w n e g o  s k ł a 
d an ia .  P ro c e so w i  N -  i O -g l ikozy lac j i  m o g ą  b o w ie m  
p o d le g a ć  p r o d u k ty  ekspresji  e k s o n ó w  3-8. O d  s p o s o b u  
g likozy lac ji  u z a le żn io n y  jes t  n a s tę p u ją c y  po  niej p ro ce s  
sjalilacji,  k tó ry  w p ły w a  w y d a tn ie  n a  z m ia n y  ł a d u n k u  
i ca łkow ite j  d ługośc i  cząs teczk i C D 4 5 .  W  za leżnośc i  od  
r o d z a ju  izo fo rm y  e n z y m u  p o d leg a jące j  ekspres ji ,  d łu 
gość  cząs teczk i b ia łk a  w a h a  się w sz e ro k im  p rze d z ia le  
o d  28 d o  55 nm . D a n e  te u z y s k a n o  p rzy  p o m o c y  
o b se rw a c j i  m ik r o s k o p o w y c h  [50],

S tw ie rd z o n o  ró w n ież  za leżnośc i  p o m ię d zy  ro d z a je m  
izo fo rm y  (a co  za  tym  idzie d łu g o śc ią  ła ń c u c h a  cuk-  
ro w c o w eg o )  p od lega jące j  ekspresji  w l im focy tach ,  a  ich 
s ta n e m  c z y n n o śc io w y m . P roces  ak ty w a c j i  l im fo c y tó w  
T  p o w o d u je  p rze łączen ie  p r o w a d z ą c e  d o  z m ia n y  e k s 
presji C D 4 5  z iz o fo rm y  w y so k o c z ą s te c z k o w e j  n a  nis- 
k o c z ą s te c z k o w ą  [51],  In fo rm a c je  o m e c h a n iz m a c h  
ta k ieg o  p rz e łą c z a n ia  ekspres ji  d o k o n u ją c e g o  się 
z u d z ia łe m  cz y n n ik a  t r a n s h a m u ją c e g o  o p is a n y  zo s ta ł  
w a r ty k u le  R o t h s t e i n a i w s p. [52] ,  W  innych  
k o m ó r k a c h  h e m a to p o e ty c z n y c h  nie s tw ie rd z o n o  z r ó ż 
n ic o w a n ia  ekspresji  o p isy w a n e g o  an ty g e n u .  I tak  
w l im focy tach  B sy n te ty z o w n a  jes t  jedynie ich fo rm a  
w y so k o c z ą s te c z k o w a  o m asie  220 kD .  p o d c z a s  gdy 
m a k ro fa g i  w y ra ż a ją  fo rm ę  n is k o c z ą s te c z k o w ą  [53],

W s p o m n ie ć  jeszcze w y p a d a ,  że w y s tę p o w a n ie  p o 
w sta jących  w w y n ik u  sp lic ing ’u o d p o w ie d n ic h  fo rm  
C D 4 5  k o re lu je  ta k że  z in n y m i p o z a  a k ty w a c ją  l im 
focy tów  z jaw iskam i,  ta k im i  ja k  d o jr z e w a n ie  l im focy 
tó w  w grasicy  i p rocesy  a p o p to z y  z a c h o d z ą c e  w r ó ż 
nych  s ta d ia c h  ro z w o jo w y c h  tych  k o m ó r e k .  I d la  
p rz y k ła d u  rozw ija jące  się w grasicy  ty m o c y ty  C D 4  + , 
C D 8 "  z n a k u ją  się fo rm ą  n isk o c z ą s te c z k o w ą  [38 ],  D o  
iden tyfikac ji  izo fo rm  s tosu je  się p rze c iw cia ła  m o n o -  
k lo n a ln e  o w y so k im  p o w in o w a c tw ie  d o  p o sz c z e g ó l
nych  p r o d u k tó w  sp lic ing’u, s tą d  też p rzy ję ło  się n a z e w 
n ic tw o  p o c h o d z ą c e  od  n az w  tych  przeciwciał.  W ię k 
szość a u t o r ó w  p rzy jm uje ,  że liczba m o ż liw y ch  z łożeń  
tych eg zo n ó w  u cz łow ieka  w ynosi 8, tak  więc m a m y  
o d p o w ie d n io  fo rm y  w iążące  specyficznie p rzec iw cia ło  
d la  w y so k o cz ąs tec zk o w e j  pos tac i  e n z y m u  z a p isy w a n e  
są w' pos tac i  C D 4 5 R (A B C )  d la  fo rm y  w y s o k o c z ą s te c z 
kowej, C D 4 5 R (0 )  d la  fo rm y  n isk o c zą s te cz k o w e j ,  a d la  
form  p o ś re d n ic h  (p o s iad a ją cy c h  ty lk o  j e d e n  lu b  d w a  
egzony)  np. C D 4 5 R (A )  [31 ]  itp.

W  o b rę b ie  d o m e n y  z e w n ą t r z k o m ó rk o w e j  C D 4 5  za 
reg io n e m  p o d le g a ją c y m  g likozylacji  ( ro z p a t r u ją c  poli-  
p e p ty d  od  N -k o ń c a )  z n a jd u ją  się d w a  re jony  b o g a te  
w' resz ty  cys te inow e [54],  P o z a  ty m  s tw ie rd z o n o ,  że 
n ie k tó re  d o m e n y  części z e w n ą t r z k o m ó rk o w e j  w y k a 
zu ją  pew n e  p o d o b ie ń s tw o  do  cząs teczek  ad h e z y jn y c h  
N - C A M  (neural celi adhesion m olecu le ) [55].

W  sk ład  m a ło  zm ienne j części w e w n ą t r z k o m ó r 
kowej, k tó r a  s ta n o w i  2/3 d ługośc i  ła ń c u c h a  po l ip e p -  
ty d o w e g o  C D 4 5 ,  w chodz i  o k o ło  700 reszt a m i n o 
kw aso w y c h .  Z n a jd u ją  się to  dw ie  d o m e n y  o sekw encj i  
c h a ra k te ry s ty c z n e j  d la  c e n t r u m  k a ta l i ty c z n e g o  fos- 
fo taz  fo s fo ty rozynow ych :  D l  —  p r o k s y m a ln a  w s t o 
s u n k u  d o  b ło n y  k o m ó r k o w e j  i D 2 —  d y s ty ln a  w s t o 
s u n k u  d o  b łony , p rze d z ie lo n e  sekw enc ją  k i lk u d z ie s ię 
ciu a m in o k w a s ó w  [13 ],  p rzy  czym  a k ty w n o ś ć  k a t a l i ty 
czną  w y k az u je  g łów n ie  d o m e n a  D 1. O p in ie  b a d a c z y  co 
d o  e w e n tu a ln e g o  u d z ia łu  d o m e n y  D 2  w p roces ie  
k a ta l i ty c z n y m  są p o d z ie lo n e  [31, 56-60], S ekw enc ja  
a m in o k w a s ó w  c e n t r u m  k a ta l i ty cz n eg o ,  j a k  i m e c h a 
n izm  d z ia ła n ia  je s t  w d u ż y m  s to p n iu  k o n s e rw a ty w n y  
d la  w szys tk ich  fosfo taz  fo s fo ty rozynow ych .  N ie  jest 
o n a  n a to m ia s t  h o m o lo g ic z n a  d o  d o m e n y  ka ta l i tyczne j
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fo sfo taz  ty p u  II, co św iadczy  o b r a k u  p o k re w ie ń s tw a  
p o m ię d z y  fo sfo tazam i ty p u  I i II. Jest to  o tyle ciekawe, 
że o b y d w a  ty p y  są s p o k r e w n io n e  ze s o b ą  [3, 58], C e c h ą  
c h a r a k te ry s ty c z n ą  d o m e n y  ka ta l i tyczne j  w szys tk ich  
fosfo taz  ty p u  I je s t  w y s tę p o w a n ie  k o n s e rw a ty w n e g o  
m o ty w u  o d ługośc i  o k o ło  250 reszt a m in o k w a so w y c h .  
W o b r ę b ie  tej s to s u n k o w o  długiej sekwencji  n a jw a ż 
niejszą ro lę  pełni o d c in ek  „ m in im u m ” tw o rz ą c y  pętlę 
k a ta l i ty c z n ą  (obecny  jes t  on  ta k że  w tzw. n iskocząs-  
te cz k o w y c h  fo sfo tazach  fo s fo ty ro z y n o w y c h  o m asie  
o k o ło  18 kD). Z a w ie ra  on  resztę cy s te in o w ą  w n a 
s tę p u ją c y m  m o ty w ie  c o n s e n su so w y m : I /V H C x A G -  
x x R S /T G  (x -oznacza  d o w o ln ą  resztę a m in o k w a so w ą ) .  
L iczne b a d a n ia  w y k a z a ły  u d z ia ł  resz ty  cys te inow ej 
w p roces ie  ka ta l izy  w c h a r a k te rz e  c z y n n ik a  nukleofi lo -  
wego; u m o ż l iw ia ją c e g o  s tw o rze n ie  p rze jśc iow ego  w ią 
za n ia  z fosfo rem  g ru p y  o r to fo s fo ran o w e j .  Szersze in fo r 
m acje  na  t e m a t  roli po szczeg ó ln y ch  resz t a m in o k w a s o 
wych w m e c h a n iz m ie  k a ta l izy  m o ż e  czy te ln ik  zna leźć  
w p ra c y  Z h a n g a  i w s p .  [10 ] ,  B a r  f o r d a  [9],  
D  a  v i s ’ a  i w s p .  [6 1 ]  o r a z  częśc iow o w p ra c a c h  
p rz e g lą d o w y c h  C h a r b o n n e a u  i T o n k s a  o ra z  
S c h a a p v e l d a  [3, 6],

D o m e n a  w e w n ą t r z k o m ó r k o w a  m o ż e  p o d le g a ć  fos
forylacji ty p u  II. W ie lk im  p o s tę p e m  w y d a je  się być 
pod jęc ie  p rzez  K a n g a  i w s p .  [62 ]  p ró b y  r o z 
w ią z a n ia  n ie ła tw e g o  z a d a n ia  o k reś le n ia  loka lizac ji  
m iejsc fosforylacji  in vitro  i in vivo. B a d a n ia  p rz e 
p r o w a d z o n o  z użyciem  szeregu  k la sycznych  i n o w o 
czesnych  m e to d  (jak np. m atr ix -a ss is ted  laser desorp

tion / ion iza t ion  mass spectrometry).  D zięki ich z a s to s o 
w a n iu  u d a ło  się z id en ty f ik o w ać  4 m ie jsca  fosforylacji  
ty p u  II in vivo , j e d n y m  z nich jes t  miejsce Ser 939 
z n a jd u ją c e  się w o b rę b ie  d o m e n y  ka ta l i tyczne j  D2. 
W  fosforylacji  in vitro  tego  m ie jsca  uczes tn iczy  P K C .  
W  o b r ę b ie  C -k o ń c o w e j  pa r t i i  tzw. „ o g o n a ” w y s tę p u ją  
je szcze  3 m ie jsca  fosforylacji z a ch o d z ąc e j  in vivo , p rzy  
czym  nie u s ta lo n o  j a k a  z k inaz  k a ta l izu je  fosfory lację  
in vivo tych  reszt [62],  O p ró c z  miejsc fosforylacji  
II z id e n ty f ik o w a n o  także  m ie jsca  d la  fosforylacji  
I [38, 63],

C h a r a k te r y s t y c z n ą  cechą  w e w n ą t rz k o m ó r k o w e j  d o 
m e n y  C D 4 5  jes t  w y s tę p o w a n ie  d ług iego  (ok. 100 
a m in o k w a s ó w )  „ o g o n a ” p e p ty d o w e g o  c ią g n ą c e g o  się 
za  d o m e n a m i  D l  i D2. N a  ry s u n k u  p r z e d s ta w io n o  
sc h e m a t  s t r u k tu r y  a n ty g e n u  C D 4 5  (Ryc. 1).

III. Powiązania strukturalno-funkcjonalne
poszczególnych domen CD45

O g ó ln y  p la n  b u d o w y  C D 4 5  p rz y p o m in a  p la n  b u d o 
wy r e c e p to r ó w  b ło n o w y c h  w y k a z u ją c y c h  a k ty w n o ś ć  
k in a z  fo s fo ro zy n o w y c h .  P o n a d to  d o m e n a  z e w n ą t rz -  
k o m ó r k o w a  o p is y w a n e g o  a n ty g e n u  p o s ia d a  p ew n e  
d o m e n y  h o m o lo g ic z n e  d o  d o m e n  o d p o w ie d z ia ln y c h  
w in n y c h  b ia łk a c h  za  w iąz an ie  specyficznych l ig a n d ó w .

F a k ty  te sk ło n i ły  wielu b a d a c z y  d o  p o s z u k iw a n ia  
cząs teczek  sp e łn ia jąc y ch  t a k ą  funkcję  w o d n ie s ie n iu  d o  
C D 4 5 .  J a k  d o ty c h c z a s  m im o  in te n sy w n y ch  p o s z u k i 
w a ń  nie u d a ło  się zna le źć  cząs teczki,  k tó r a  by sp e łn ia ła

Ryc. 1. S chem at  b u d o w y  m oleku la rne j  
an ty g en u  C D 45. Po prawej 
s tron ie  schem atu  p o d a n o  n u 
mery  w skazu jące  na pozycję 
reszt am in o k w a s o w y c h  w s to 
su n k u  do N -końca .  liczby w r a 
m k ach  oznaczają  reszty am ino-  
kw asow e (Ser b ądź  Thr)  p o d 
legające fosforylacji typu  II. 
Szczegóły w tekście.

Produkty eksonów A, B, C 

(4, 5, 6) podlegających 

zróżnicowanemu składaniu

B łona
kom órkow a

Rejon podlegający glikozylacji

M iejsce odziaływania z anty genem  ( '0 2 2

Rejon bogaty w reszty cysteinowe

Sugerowana rola  w dimeryzacji c ząsteczki

Rejon podlegający 

fosforylacji typu II

Przypuszczalna rola w 
regulacji aktywności -

Domena Dl

Pewne dane, co do 
udziału  vi procesie  

katalizy

Domena D2

Przypuszczalna rola w regulacji 
aktywności i udział w nadawaniu  

specyficzności substratowej
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k ry te r ia  specyf icznego  l ig a n d a  d o m e n y  z e w n ą t r z k o -  
m ó rk o w e j  w p ły w a ją ce g o  na  a k ty w n o ś ć  e n z y m a ty c z n ą  
d o m e n y  w e w n ą t rz k o m ó r k o w e j .  P rzez  j a k iś  czas a n 
tygen  C D 2 2  p o d le g a ją cy  ekspres ji  n a  p o w ie rz ch n i  
l im focy tów  B u z n a w a n y  był za cz y n n ik  specyficznie się 
z n ią w iążący .  W k r ó tc e  j e d n a k  o k a z a ło  się, że C D 2 2  
j a k o  le k ty n a  wiąże się niespecyficznie  z w szys tk im i 
c z ąs tec zk a m i za w ie ra jąc y m i w swej b u d o w ie  ot 2,6 
kw as  s ja low y  [64-67].  P o z a  tym  u z y s k a n e  d o  tej p o ry  
d a n e  w sk a z u ją  na  b ra k  udz ia łu  d o m e n y  ze w n ą trz -  
k o m ó r k o w e j  w p rze n o sze n iu  p o b u d z e n ia  p o p rz e z  b ło 
nę k o m ó r k o w ą ,  a więc w realizacji  p o d s ta w o w e j  
czynnośc i  c h a ra k te ry s ty c z n e j  d la  k la sy cz n y ch  re c e p 
to r ó w  b ło n o w y ch .  In n y m i słow y a k ty w n o ś ć  fosfo tazo-  
w a d o m e n y  w e w n ą t rz k o m ó r k o w e j  nie zależy n a j p r a w 
d o p o d o b n ie j  od  s ta n u  cz y n n o śc io w e g o  d o m e n y  ze- 
w n ą t r z k o m ó r k o w e j  C D 4 5 .  T o , że sygna ł ze w n ą trz -  
k o m ó r k o w y  nie je s t  w ogó le  k o n ie c z n y  d la  ak ty w ac j i  
en z y m u  św iadczy  fakt,  że C D 4 5  w y iz o lo w a n y  z b ło n y  
i nie z w ią z a n y  z ż a d n y m  l ig a n d e m  w y k a z u je  w y so k ą  
k o n s ty t u ty w n ą  a k ty w n o ś ć  h y d ro l i ty c z n ą  [66, 68], P o 
n a d t o  d la  ak ty w n o ś c i  i funkcji C D 4 5  o b o ję tn y  jest 
rodza j  części z e w n ą t r z k o m ó rk o w e j .  U d o w o d n io n o  to 
p rzy  p o m o c y  dośw ia d cz eń ,  w k tó r y c h  tw o r z o n o  c h i
m e ry c zn e  b ia łka .  1 tak  n a  p rz y k ła d  k o m ó r k i  p o s ia d a j ą 
ce d o m e n ę  w e w n ą t r z k o m ó r k o w ą  C D 4 5  s k o ja rz o n ą  
z d o m e n ą  z e w n ą t r z k o m ó r k o w ą  k in a z y  p 6 0 c'src z a c h o 
wały  z d o ln o ś ć  d o  ak ty w ac j i  n a  sk u te k  s tym ulac ji  
r e c e p to r a  T C R  przec iw cia łam i.  P o d o b n e  w ynik i u zys
k a n o  w w y p a d k u  b ia łk a  h y b r y d o w e g o  p o s ia d a ją c e g o  
z e w n ą t r z k o m ó r k o w ą  d o m e n ę  M H C  k lasy  I [69-71],  
C iek a w sz e  w ynik i da ły  d o ś w ia d c z e n ia  z ch im e rą  
C D 4 5 - R E G F .  W sytuacji  b r a k u  p o d a w a n ia  E G F  
w ynik i  d o św ia d c z e n ia  były p o d o b n e  d o  p o p r z e d n io  
o p isa n y ch .  N a to m ia s t  p o d a n ie  tego  c z y n n ik a  w z ro s 
to w e g o  je d n o c z e śn ie  ze s ty m u la c ją  r e c e p to r a  l im focy
tó w  T  o w o c o w a ło  zm n ie jszen iem  p o z i o m u  ak ty w ac j i  
l im focy tów , n a jp r a w d o p o d o b n ie j  n a  sk u te k  d im e ry za -  
cji z e w n ą t r z k o m ó r k o w y c h  d o m e n  p o c h o d z ą c y c h  z re 
c e p to r a  d la  E G F .  M o ż n a  więc p rz y p u sz cz ać ,  że d im e-  
ryzac ja  c h im e r  C D 4 5 R E G F  w p ły w a  na  rozp rzężen ie  
ak ty w a c j i  T C R  ze sz lak iem  sygnalizacj i  p ro w a d zą ce j  
d o  a k ty w a c j i  l im focytów , n a jp ra w d o p o d o b n ie j  p rzez  
w yłączen ie  a k ty w n o ś c i  fosfa tazow ej op isy w a n e j  c h i 
mery). W  ty m  miejscu  p rz y p o m n ie ć  m o ż n a ,  że d im ery -  
zac ja  n a ty w n e j  cząs teczk i z e w n ą t r z k o m ó r k o w e j  d o 
m e n y  R E G F  p o w o d u je  in d u k c ję  p r z e k a ź n ic tw a  (a nie 
h a m o w a n ie  j a k  w w y p a d k u  C D 4 5 )  n a  sk u te k  w łącze
n ia  a k ty w n o ś c i  k inazow ej  (cyt. za 38).

O b e c n e  w n a tyw ne j  d o m e n ie  z e w n ą t r z k o m ó rk o w e j  
C D 4 5  re g io n y  b o g a te  w resz ty  cy s te in o w e  m o g ły b y  
służyć p o te n c ja ln e j  d im eryzac ji .  J e d n a k  t rze b a  p o d 
kreślić, że ta k ie g o  z jaw iska  nie z a o b s e r w o w a n o  w o d 
n iesien iu  d o  n a ty w n e g o  a n ty g e n u  [54 ] ,  P o s z u k iw a n ia  
n a tu ra ln e g o ,  specyficznego  l ig a n d a  n a d a l  j e d n a k  t r w a 
ły. W  ich w y n ik u  p o w s ta ł  d o sy ć  d ług i rejes tr  ró żn y c h  
bia łek , k tó r e  o d d z ia łu ją  z d o m e n ą  z e w n ą t r z k o m ó r 
k o w ą  lub  d o m e n ą  w e w n ą t r z k o m ó r k o w ą  a n ty g e n u

C D 4 5  (o d d z ia ły w a n ia  z częścią w e w n ą t r z k o m ó r k o w ą  
są szerzej o m ó w io n e  w n a s tę p n y m  podrozdz ia le ) .  
W ś ró d  su b s tan c j i  e n d o g e n n y c h ,  d la  k tó ry c h  s tw ie r 
d z o n o  o d d z ia ły w a n ie  z d o m e n ą  z e w n ą t r z k o m ó r k o w ą  
C D 4 5  jes t  g l ik o p r o te in a  gp  1 16 [72],  I s tn ie ją  rów n ież  
d a n e  św iadczące  o m oż liw ośc i  o d d z ia ły w a n ia  n a tu r y  
adhezy jne j  C D 4 5  n a  po w ie rz ch n i  k o m ó r e k  h e m a to -  
p o e ty cz n y ch  z n a jd u ją c y c h  się w szp iku  k o s tn y m  ze 
s k ła d n ik ie m  su b s tan c j i  m ię d z y k o m ó rk o w e j  — s ia r 
c z an e m  h e p a r a n u  [73].

D o ty c h c z a s  z g r o m a d z o n e  d a n e  d o św ia d c z a ln e  w y 
d a ją  się w sk az y w ać  n a  u t r a tę  p rzez  d o m e n ę  z e w n ą t r z 
k o m ó r k o w ą  C D 4 5  w ciągu  m o le k u la rn e j  ew oluc ji  
funkcji t r a n s m i to w a n ia  sy g n a łu  na  rzecz regulacji  siły 
o d d z ia ły w a n ia ,  p o m ię d z y  re c e p to ra m i  g e n e ru ją c y m i 
sygna ł I (TC R , C D 4 )  i p r e z e n to w a n y m  za  p o ś r e d n ic 
tw em  M H C  an ty g en e m .  N ie w y ja ś n io n ą  kw est ią ,  j a k  
d o ty c h c z a s  pozo s ta je ,  czy g łó w n y m  cz y n n ik ie m  r e g u 
lu jącym  o d d z ia ły w a n ia  iden ty f ikacy jne  jes t  za leżny  od  
izo fo rm y  u je m n y  ła d u n e k  reszt k w asu  s ja low ego ,  czy 
s tw a rz a n y  p rzez  te u g r u p o w a n ia  zm ien n y  d y s ta n s  
p o m ię d z y  k o o p e r u ją c y m i  k o m ó r k a m i  [38, 74],

Z d o św ia d c z e ń  z użyciem  ró żn y c h  m o n o k lo n a ln y c h  
p rzeciw ciał specyficznych  w s to s u n k u  d o  ró żn y c h  
r e g io n ó w  C D 4 5  w y n ik a ,  że zw iązan ie  n ie k tó ry c h  
z nich p o w o d u je  z a h a m o w a n ie  pro liferac ji  z a r ó w n o  
l im focy tów  T, ja k  i p ro d u k c j i  im m u n o g lo b u l in  przez  
l im focyty  B. P ew ne  p rzec iw cia ła  m o g ą  j e d n a k  s ty m u 
low ać  pro life rac ję  in d u k o w a n ą  cz y n n ik a m i  m ito g en -  
nym i in vi tro , a jeszcze  inne  p rze c iw d z ia ła ć  ag regacj i  
k o m ó r k o w e j  [76, 77]. W yn ik i  e k s p e r y m e n tó w  z c h i 
m e ra m i  p r o w a d z ą  w p ro s t  d o  w n io sk ó w  o d o m in u ją c e j  
„ m ec h an ic zn e j"  roli d o m e n y  z e w n ą t r z k o m ó rk o w e j  
C D 4 5  w iden tyfikac ji  im m u n o lo g ic zn e j .  N a to m ia s t  
d o św ia d c z e n ia  z p rzec iw cia łam i m o n o k lo n a ln y m i  sp e 
cyficznym i d la  ró żn y c h  re jo n ó w  C D 4 5  nie s to ją  
w sp rzecznośc i  z tą  tezą, częśc iow o j ą  n a w e t  p o tw ie r 
dza jąc .  N ie  w y k az a ły  o n e  b o w iem  b e z p o ś re d n ie g o  
w p ły w u  w iąz an ia  p rzec iw cia ł  d o  op isy w an e j  d o m e n y  
n a  a k ty w n o ś ć  fo s fo tazow ą ,  n a to m ia s t  w y k az a ły  n e g a 
ty w n e  o d d z ia ły w a n ie  n a  ag regac ję  k o m ó r k o w ą ,  a więc 
z jaw isk a  k o n ie cz n eg o  d o  zajśc ia  p ro c e su  k o o p e ra c j i  
im m u n o lo g ic z n e j  k o m ó re k .

O  ile w p r z y p a d k u  d o m e n y  z e w n ą t r z k o m ó rk o w e j  
p o w ią z a n ie  posz cz eg ó ln y c h  d o m e n  z ich funkc ją  wciąż  
jeszcze nie je s t  d o  k o ń c a  w yjaśn ione ,  o tyle w o d 
niesien iu  d o  d o m e n y  w e w n ą t rz k o m ó r k o w e j  m o ż em y  
pow iedzieć ,  że fu n k c ja  p rz y n a jm n ie j  jednej d o m e n y  

-  D l  jes t d o b rz e  p o z n a n a .  P ew n e  jest j a k  to ju ż  to 
z o s ta ło  z a s y g n a l iz o w a n e  n a  p o c z ą tk u  tego  a r ty k u łu ,  że 
d o m e n a  ta  b ierze udz ia ł  w p rz e k a z y w a n iu  in fo rm ac ji  
od  z a k ty w o w a n e g o  T C R  na  inne b ia łka ,  co  o s ta te czn ie  
p ro w a d z i  w g łów nej m ie rze  d o  ak ty w a c j i  g en o m u .  
N a jp ie rw  je d n a k  m a  miejsce sekw enc ja  p ro c e só w  tzw. 
wczesnej sygnalizacji  o p a r te j  n a  o d w ra c a ln e j  fos fo ry la 
cji reszt fo s fo ty ro z y n o w y c h  bia łek  najczęściej sp rz ę ż o 
nych  z o d g ry w a ją c y m i c e n t r a ln ą  ro lę  w p ro ce sac h  
wczesnej sygnalizacji  t r a n s m e m e b r a n o w y m i  b ia łk am i
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W n ę tr z e  

limfocytu  B

Ryc. 2. W y b ran e  an tygeny  pow ierzchn iow e i enzym y p o d b ło n o w e  z a a n 
gażow a ne  w proces kooperac j i  l imfocytów B i T o raz  z jaw iska  
wczesnej sygnalizacji .

T C R  i C D 4  [3 8 ]  (p a t rz  też. Ryc. 2). S ekw enc ja  w y d a 
rzeń z a c h o d z ą c y c h  w r a m a c h  p ro ce su  wczesnej syg 
nalizacji  je s t  p r z e d s ta w io n a  n a  rycin ie  3. P roces  ten 
ko ń cz y  się p rze łąc ze n iem  n a  sygna lizac ję  ty p u  II 
z w ią z a n ą  z o d w ra c a ln ą  fosfory lacją  miejsc se ry n o w y ch  
i t r e o n in o w y c h  b ia łek  p r o w a d z ą c ą  d o  m obil izacj i  
w a p n ia  w e w n ą t rz k o m ó r k o w e g o .  „ Z w r o tn ic ą ” p o w o 
d u ją c ą  p rze łączen ie  m iędzy  tym i d w o m a  sz lak a m i jes t

Rvc. 3. Sekwencja  w ydarzeń  p ro w ad zący ch  d o  aktywacji  P L C -y l  
i mobilizacji  jo n ó w  w ap n ia  w limfocytach T  ©  — reszta 
o r to fo s fo ran o w a  z w iązana  z o d w ra c a ln ą  fosforylacją  typu  I, 
linią ciągłą p zn a c z o n o  procesy fosforylacji, linią p rze ry w a
ną, procesy defosforylacji . *T C R  +  C D 4  —  z a k ty w o w a n y  
k om pleks  r ecep to ra  T C R  i a n ty g e n u  C D 4  (dotyczy l im 
focytów T-pom ocniczych) ,  *p56ltk —  z a k ty w o w a n a  k inaza  
lek, f C a 2 + —  p o dw yższony  po z io m  jonów' w apn ia  we
w n ą t rz k o m ó rk o w e g o .  Szczegóły w tekście.

j e d n a  z iz o fo rm a  fosfolipazy C - P L C y l .
Z  ryciny 3 w yn ika ,  że specyficznym i s u b s t r a ta m i  d la  

w e w n ą t rz k o m ó r k o w e j  d o m e n y  D l  C D 4 5  w ykazu jące j  
a k ty w n o ś ć  fo s fo taz o w ą  są k in a zy  z ro d z in y  sre, p rzy  
czym  w s a m y m  system ie nie budz i w ą tp l iw ośc i u d z ia ł  
je d y n ie  p 5 6 lck, p o d c z a s  gdy  ro la  b a r d z o  p o d o b n e j  d o  
niej k inazy  p 5 9 fyn nie jest j a k  d o tą d  do  k o ń c a  w y ja ś 
n iona .  Ja k  suge ru je  N e e l ,  [4 ]  p 5 6 lck m o g ła b y  być 
k in a z ą  o n iższym  p o w in o w a c tw ie  i s ta n o w ić  j a k  g d y b y  
o d w o d o w ą  linię sy g n a l izacy jną  u r u c h a m ia n ą  „ a w a r y j 
n ie” . W  ten  sp o s ó b  p rzyczyn iać  m ia ła b y  się d o  d o d a t 
k o w e g o  w z m o c n ie n ia  sygnału .  W a r to  nad m ien ić ,  że 
ja k  d o tą d  o b y d w ie  k in a zy  są je d y n y m i z id e n ty f ik o w a 
nym i n a tu r a ln y m i  s u b s t r a ta m i  d la  całej p o p u la c j i  
fosfo taz  ty p u  r e c e p to ro w e g o  [6],  K a ta l i z o w a n a  przez  
C D 4 5  defosfo ry lac ja  k o n se rw a ty w n e j  reszty a m in o -  
kw asow e j  (Tyr505) k in a zy  p 5 6 lck p ro w a d z i  d o  a k 
tywacji e n z y m u  i u m o ż liw ia  n a jp ie rw  fosforylację  
p o d je d n o s tk i  ć, k o m p le k s u  C D 3 ,  a n a s tę p n ie  ufos- 
fo ry lo w a n ia  k in a z y  Z ap 7 0 ,  k tó r a  o s ta te czn ie  d o p r o 
w a d z a  d o  o s ta tn ie g o  e ta p u  wczesnej sygnalizacji  p o 
przez  —  fosforylację P L C y  [42, 44-46],  S k o ro  j e d n a k  
nie s tw ie rd z o n o  ud z ia łu  d o m e n y  z e w n ą t r z k o m ó r k o 
wej w proces ie  w łąc za n ia  i w y łąc za n ia  a k ty w n o ś c i  
en zy m u , to  n a r z u c a  się py tan ie :  dzięk i ja k ie m u  m e c h a 
n izm ow i nie d o c h o d z i  d o  ciągłej defosforylacji  k in a z y  
p 5 6 lck i ciągłej m obil izac j i  w ap n ia ?  N a j p r a w d o p o d o b 
niej je d e n  z m e c h a n iz m ó w  regu lacy jnych  p o le g a  n a  
z w r o tn y m  z a h a m o w a n iu  a k ty w n o ś c i  C D 4 5  p o p rz e z  
p o d w y ż sz o n y  p o z io m  w a p n ia  w e w n ą t r z k o m ó r k o w e 
go. Dzieje się tak  n a  sk u tek  ak ty w a c j i  fosfo tazy  
fo s fo p ro te in o w e j  ty p u  II k a lc y n e u ry n y ,  e n z y m u  za le ż 
n eg o  od  w a p n ia  i k a lm o d u l in y  [13].  P o z a  ty m  c z y n 
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n ik ie m  nie d o p u sz c z a ją c y m  d o  ciągłej indukc ji  w czes
nej sygnalizacji  je s t  n ie d o s tę p n o ść  k inazy  p 5 6 lck, k tó r a  
w s ta n ie  s p o c z y n k u  jes t z w ią z a n a  z a n ty g e n e m  C D 4 . 
Z m ia n a  k o n fo rm a c j i  C D 4  n a  sk u tek  o d d z ia ły w a n ia  
z M H C  k o o p e ru ją c e j  k o m ó r k i  p o w o d u je  sp a d e k  jego  
p o w in o w a c tw a  d o  k inazy  p 5 6 lck i jej u d o s tę p n ie n ie  d la  
fosfo tazy  C D 4 5  [26],

K w e s t i ą  o tw a r tą  je s t  s p r a w a  b r a k u  a b s o lu tn e j  sp e 
cyficzności D l  C D 4 5  d o  k in a z  ty p u  src. S tw ie rd z o n o  
b o w iem ,  że fo sfo taza  ta  w y k az u je  rów n ież  a k ty w n o ś ć  
w s to s u n k u  d o  ta k ich  sz tucznych  s u b s t r a tó w  ja k  
fo s fo ran  m o d y f ik o w a n e g o  chem iczn ie  l izozym u, c h o 
c iaż  a k ty w n o ś ć  jej je s t  zn aczn ie  n iższa niż innych  
fo sfo taz  [11].  P rz y p u sz c z a  się, że ró żn e  sekw encje  
r o z b u d o w a n e g o  C - k o ń c a  m a ją  na  celu m.in. z a p e w 
n ien ie  w ysok iego  p o w in o w a c tw a  w s to s u n k u  d o  sub- 
s t r a tu .  T a k ą  ro lę  p rz y p isy w a n o  p rzede  w szys tk im  
d o m e n ie  D2. M ia ła b y  o n a  r o z p o z n a w a ć  o k re ś lo n e  
sekw enc je  i łączyć się z nim i u m o ż liw ia jąc  p ro w a d z e n ie  
k a ta l i z y  d o m e n ie  D 1, s a m a  p o z o s ta ją c  m ilczącą  k a t a l i 
tycznie .

P e w n ą  ro lę  w regulacji  ak ty w n o śc i  en zy m aty czn e j  
o r a z  w re g u lo w a n iu  d o s tę p n o śc i  s u b s t r a tu  m o g ą  r ó w 
nież  o d g ry w a ć  in te rakc je  d o m e n y  w e w n ą t r z k o m ó r 
kow ej z ró żn y m i b ia łkam i.  N a jp o w a ż n ie js z y m  k a n 
d y d a t e m  d o  sp e łn ia n ia  ta k ich  ww. funkcji  je s t  b ia łk o  
C D 4 5 A P  (C D 45-assoc ia ted  p ro te in ) o m asie  32 k D  
z w a n e  rów n ież  C D 4 5 A P  [78],  W  je g o  p r z y p a d k u  na 
p o d s ta w ie  b u d o w y ,  m o ż n a  n aw e t  fo rm u ło w a ć  p r z y p u 
szczen ia  do  c h a r a k te r u  jej d z ia łan ia ,  p o n ie w a ż  p o s ia d a  
o n o  d o m e n ę  W W , p o d o b n ą  w c h a r a k te rz e  fu n k c jo n a l 
nie d o  d o m e n y  SH3. S ekw enc ja  W W  też b o w ie m  jest 
o d p o w ie d z ia ln a  za ro z p o z n a w a n ie  p o d o b n y c h  se k w e n 
cji b ia łk o w y c h  (b o g a ty c h  w reszty proliny). C D 4 5 A P  
m o g ło b y  więc r e k r u to w a ć  bia łek d o  m ie jsca  r o z p o z 
n a w a n e g o  przez W  W. Być m o ż e  z a d a n ie m  C D 4 5 A P  
je s t  zb l iżan ie  e n z y m u  d o  je g o  s u b s t ra tu -  k inazy  p 5 6 lck. 
S tw ie rd z o n o  także  o d d z ia ły w a n ie  C D 4 5  z b ia łk iem  
c y to s z k ie le ta rn y m -fo d ry n ą  [4],

O tw a r ty  p o z o s ta je  ciągle p ro b le m  o k reś le n ia  roli 
in n y c h  p o z a  w sk a z a n y m i k in a z a m i e n d o g e n n y c h  s u b 
s t r a tó w .  Is tn ie ją  d an e ,  że ta k im  s u b s t r a te m  m o g ło b y  
być w sp o m n ie n e  wyżej b ia łk o  C D 4 5 A P .  P o z a  tym  
w sk a z u je  się n a  p o d je d n o s tk ę  ^ C D 3  j a k o  n a  fosfo- 
p r o te in ę  m o g ą c ą  o d g ry w a ć  t a k ą  ro lę  [79 ] ,  a lb o w iem  
b ia łk o  to  je s t  s u b s t r a te m  d la  a k ty w o w a n e j  p rzez  C D 4 5  
k in a z y  p 5 6 kk (p a t rz  Ryc. 3).

IV. Zakończenie

Z  o m ó w io n y c h  wyżej p ra c  w y n ik a  iż. w okres ie  
o s ta tn ic h  dziesięciu lat, tzn. od  w y k ry c ia  w 1988 ro k u  
a k ty w n o ś c i  fosfo tazow ej d o m e n y  D l  p o z n a w a n o  d o 
syć szczegó łow o  je g o  s t r u k tu r ę  i ro lę  w p ro ce sac h  
w czesnej sygnalizacji  w l im focy tach  T. P o d k re ś l ić  
w ty m  m ie jscu  należy, że C D 4 5  pełni w a ż n ą  ro lę  także  
w p ro c e sa c h  sygna l izacy jnych  p rze b ieg a jąc y ch  w in 
n y c h  le u k o cy ta ch ,  j e d n a k  z uw agi n a  o g ra n ic z o n e

r o z m ia ry  tego  a r ty k u łu  z a w ę ż o n o  je g o  t reść  d o  p r o c e 
sów  z a c h o d z ą c y c h  w trak c ie  ak ty w a c j i  l im fo c y tó w  T.

C iek a w ą ,  c h o ć  w ciąż  nie w pełni p o tw ie rd z o n ą  
w y d a je  się być h ip o te z a  o u t ra c ie  funkcji  t r a n s m i t o w a 
n ia  sy g n a łu  z z e w n ą trz  d o  w n ę trz a  k o m ó r k i  p rzez  
d o m e n ę  z e w n ą t r z k o m ó r k o w ą  C D 4 5  n a  rzecz r e g u 
lacji siły o d d z ia ły w a n ia  p o m ię d z y  k o o p e r u ją c y m i  
k o m ó r k a m i .

A r ty k u ł  o tr zym a n o  20 p a źd z ie rn ik a  1907 r. 
Z a a k c e p to w a n o  do druku  30 m arca  1993 r.
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Wykaz stosowanych skrótów: G M -C F U  — kom órka tworzą
ca in vitro kolonie neutrofilowo-makrofagowe (colony fo r 
ming units — C); CSA — aktywność pobudzająca tworzenie 
kolonii (colony stimulating activity), C S F s czynnik stymu
lujący kolonizację (colony stimulating factor): ConA — Con- 
canavalina A: FA F — czynnik aktywujący fibroblasty (fibro
blast activating fac tor); G -C SF — czynnik stymulujący 
wzrost kolonii granulocytów (granulocyte colony stimulating 
factor): G M -C S F  czynnik stymulujący wzrost kolonii 
granulocytów i makrofagów granulocyte-macrophage colony 
stimulating factor): I L -1 inteiieukina 1; IL-l RA an- 
tagonistyczny receptor IL-l (IL-l receptor antagonist): IL-l/i 

interleukina l/i; IL-2 - interleukina 2; 1L-6 — inter- 
leukina 6; IL-8 interleukina 8; IFN-x interferon alfa; 
L18-MDP(Ala) — iV-acetylomuramylo-6-O-stearoilo-L-ala- 
nylo-D-izoglutamina; LIF — czynnik hamujący migrację 
leukocytów (leukocyte inhibitory factor): M A F — czynnik 
aktywujący makrofagi (macrophage activating factor): M D P  

- muramylodipeptyd (N-acetylo-muramylo-L-alanylo-D- 
izoglutamina); MDP(L-Ala)C921 — ester metylowy
1-0-benzylo-6-0-[iV( r-nitroakrydylo-9')-/i-alanylo]-/V'-ace- 
tylo-muramylo-L-alanylo-D-izoglutaminy; M D P -L ys(L l8) 

Ar2(/V-acetylo-muramylo-L-alanylo-D-izoglutamylo)-Af’ 
-stearoilo-L-lizyna; M -CSF — czynnik stymulujący wzrost 
kolonii makrofagów (macrophage-colony stimulating factor): 
M T P -P E  — /V-acetylomuramylo-L-alanylo-D-izoglutamy-
lo -L -a lanylo-2-(r2’-dipalmitoilo-sn-glicerolo-3’-hydroksy- 
fosforyloksy)-etyloamid; M D P -G D P  — l-0-(/V-acetylo- 
m uram ylo-L-alanylo-D-izoglutamylo)-2,3-0-dipalmitoilo- 
glicerol; M D P G B e-G D P  ester n-butylowy 6-0-(/J,y-dipa- 
lmitoiloglicerylo)-/V-acetylo-muramylo-L-alanylo-D-gluta- 
miny; m R NA - matrycowy albo informacyjny RNA; Mura- 
butide —  ester n-butylowy A-acetylomuramylo-L-alanylo- 
D-glutaminy; no r-M D P  — analog M D P  nie zawierający 
grupy metylowej w łańcuchu bocznym kwasu muraminowe- 
go; PAF - czynnik aktywujący płytki krwi (platelet ac
tivating factor): rHuIFN-}’ — rekombinowany ludzki inter
feron gamma; rM uIFN -y  ----- rekombinowany mysi interferon

1 Dr inż., 2 mgr inż., 3 prof. dr hab. inż., Katedra Chemii
Organicznej, Politechnika Gdańska, ul. Narutowicza 11/12,
80-952 Gdańsk

gamma; SAA — białko amyloidu A surowicy {serum amyloid 
A protein): sTN F-R Il  — rozpuszczalny receptor II T N F  
(soluble TNF-receptor II): sTN F-R rozpuszczalny recep
tor czynnika martwicy nowotworu x (soluble tumor necrosis 
factor  x receptor): T C F  — czynnik immunologicznej kontroli 
wzrostu (tissue coding factor); TN F-x — czynnik martwicy 
nowotworu x (tumor necrosis factor  x).

I. Wstęp

C y to k in y  to  n a z w a  o g ó ln a  b ia łek  w y d z ie la n y ch  
p rzez k o m ó r k i  i pe łn iąc y ch  ro le  m e d ia to r ó w  m ię d z y 
k o m ó r k o w y c h .  Są to  b ia łk a  reg u lacy jn e  d z ia ła ją ce  na 
do jrze w an ie ,  a k ty w a c ję  i ró ż n ic o w a n ie  wielu k o m ó re k ,  
w tym  k o m ó r e k  u k ła d u  o d p o rn o ś c io w e g o .  W p ły w a ją  
n a  funkcje  e fe k to ro w e  k o m ó r e k  reg u lu jąc  w ten  s p o s ó b  
p rzeb ieg  o d p o w ie d z i  im m u n o lo g ic zn e j ,  p o ś re d n ic z ą  
w u t r z y m a n iu  h o m e o s ta z y .  C y to k in y  b u d z ą  w o s t a t 
n ich  la tac h  c o ra z  w iększe z a in te re so w a n ie  b ad aw cze ,  
ty m  bardz ie j ,  że c o ra z  częściej z n a jd u ją  p ra k ty c z n e  
z a s to s o w a n ie  w te rap ii .  D o  n a jp o p u la rn ie js z y c h  n a l e 
żą: in te r fe ro n y  (a, y), IL -2  i T N F - x ,  z n a n e  z tego , że 
p r ó b u je  się je  b e z p o ś re d n io  w y k o rz y s ta ć  w te rap ii  
n o w o tw o ró w ,  o ra z  cy to k in y  z g ru p y  c z y n n ik ó w  s ty 
m u lu jąc y ch  p o w s ta w a n ie  ko lon ii ,  ta k ich  ja k  cz ynn ik  
s ty m u lu ją c y  p o w s ta w a n ie  k o lo n i i  g r a n u lo c y tó w  (G- 
-C S F),  czy cz ynn ik  s ty m u lu ją c y  p o w s ta w a n ie  ko lo n i i  
g r a n u lo c y tó w  i m o n o c y tó w  ( G M -C S F ) ,  s to s o w a n e  
w leczeniu  u b o cz n y ch ,  zw ią za n y ch  z su p re sy jn y m  
w p ły w em  n a  szpik, e fek tów  c h e m io te ra p i i  i r a d i o 
te rap ii .  U życie  c y to k in  n a p o t y k a  n a  wiele o g ran iczeń ,  
u t r u d n ia ją c y c h  s to s o w a n ie  u cz łow ieka ,  m iędzy  in 
nym i,  o s o b n ic z ą  e fek ty w n o ść  leczniczą, silne n ie p o ż ą 
d a n e  o b ja w y  u b o cz n e ,  a n a w e t  d z ia ła n ie  to k sy c zn e  
w t rak c ie  leczenia. W y s tę p o w a n ie  tych  o g ran ic ze ń  
sk ła n ia  d o  p o d e jm o w a n ia  p r ó b  s to s o w a n ia  te rap i i
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łą cz o n y ch ,  w y k o rz y s tu ją c y c h  efekt synerg iczny , p o 
zw a la jąc y  n a  o b n iż en ie  d a w e k  poniżej p r o g u  to k sy c z 
ności. P r z e p r o w a d z o n e  d o ty c h c z a s  p r ó b y  u jawniły ,  że 
efekt tak i  w y s tę p u je  p rzy  łą c z n y m  p o d a w a n iu  c y to k in  
z in n y m i c y to k in a m i ,  m o n o k lo n a ln y m i  p rze c iw c ia ła 
mi, h o r m o n a m i  a ta k że  in n y m i lekam i [1, 2],

Ce lem  o p r a c o w a n ia  jes t p rze d s taw ie n ie  w p ływ u  
i m m u n o m o d u l a t o r a  ty p u  M D P  ( N -a c e ty lo -m u ra m y -  
lo -L -a la n y lo -D - iz o g lu ta m in y ) ,  n a jm n ie jsze g o  ad iu -  
w a n to w o  cz y n n eg o  zw ią zk u  z s y n te ty z o w a n e g o  na 
w z ó r  n a tu r a ln e g o  f ra g m e n tu  śc iany  k o m ó r k o w e j  M y 
cobac ter ium  i je g o  a n a lo g ó w  n a  w ydzie lan ie  ró żn y c h  
c y to k in  p rzez  ró żn e  k o m ó rk i .  M u r a m y lo p e p ty d y  w y 
k a z u ją  sz e rok ie  s p e k t ru m  a k ty w n o ś c i  b io logicznej,  
w tym  a k ty w n o ś ć  im m u n o s ty m u lu ją c ą ,  z d o ln o ść  s ty 
m u lo w a n ia  o d p o r n o ś c i  niespecyficznej o ra z  d z ia ła n ie  
p r z e c iw n o w o tw o ro w e  i p rz e c iw w iru so w e  [3-5] ,  Im- 
m u n o a k ty w n e  w łaściw ości m u r a m y lo p e p ty d ó w  łączy 
się ze z d o ln o śc ią  d o  s ty m u lo w a n ia  lub h a m o w a n ia  
b io sy n tez y  w ielu c y to k in  [5-7],

W zór  i. M D P  M u r |  AJa ! D - i z o G ln

II. Badania in vitro  i in vivo

D o ty c h c z a s o w e  b a d a n ia  u jaw niły ,  że m u r a m y lo p e p 
tydy  silnie a k ty w u ją  ro z m a i te  funkcje  m o n o c y tó w  
i m a k ro f a g ó w  d o  w y tw a r z a n ia  i u w a ln ia n ia  szeregu 
specyficznych  cy tok in .  W y k a z a n o ,  że m o n o c y ty  lu d z 
kie s ty m u lo w a n e  w w a r u n k a c h  in vitro  h y d ro f i lo w ą  
p o c h o d n ą  n o r - M D P  0 ,001-50 pg /m l)  je d n o c z e śn ie  
z r H u I F N - y  u w a ln ia ją  T C F  o d p o w ie d z ia ln y  za w ła s 
ności cy to li tyczne  w s to s u n k u  d o  k o m ó r e k  z m ie n io 
nych n o w o tw o ro w o :  lud z k ieg o  c z e rn ia k a  A375, r a k a  
o k ręż n icy  H T -29 ,  r a k a  g ru c z o łu  k r o k o w e g o  PC -3 ,  
o r a z  g r u c z o la k o r a k a  piersi: M D A - M B 4 6 8  i M D A -  
-M B 4 3 5 S  [8],  M D P  p o p rz e z  m o n o c y ty  s ty m u lu je  
sekrecję  i n d u k to r ó w  IL-6  (IL-1 i T N F - a )  w ie lo fu n k c y j
nej cy to k in y ,  w y tw arza n e j  p rzez  k o m ó r k i  wielu ty p ó w  
m.in. p rzez  m o n o c y ty ,  f ib rob las ty ,  o s te o b la s ty  i o s teo -  
k lasty .  Istn ie ją  d o n ie s ie n ia  [9 ] ,  że M D P  m o ż e  s ty m u 
low ać  p o w s ta w a n ie  IL-6  n a  d ro d z e  bez p o śred n ie j  
w p ły w a ją c  na  m R N A  n a  p o z io m ie  t r a n sk ry p c j i  i po-  
s t ransk rypc j i .  O z n a c z o n e  z o s ta ły  trzy  ró ż n e  ła ń c u c h y  
m R N A  d la  IL-6: 3 ,4kb m R N A ,  l ,6 k b  m R N A  i l ,4 k b  
m R N A ,  p o ja w ia ją ce  się w c y to p la z m ie  m o n o c y tó w  po

sty m u lac j i  M D P  [9 ] ,  IL -6  w sp ó łd z ia ła  z innym i c y t o 
k in a m i  w a k ty w o w a n iu  l im focy tów  T w k ie ru n k u  
u w a ln ia n ia  IL-2  [9, 10], uczes tn iczy  w ró ż n ic o w a n iu  
k o m ó r e k  szp iku  [11, 12], s ty m u lu je  h e p a to c y ty  do  
p ro d u k c j i  b ia łek  os tre j  fazy [13 ],  a ta k że  p o p rz e z  IL-1 
w p ły w a  na  t e m p e r a t u r ę  o r g a n iz m u  [14].  W  w y n ik u  
s tym ulac j i  M D P  o r a z  je g o  lipofilowej p o c h o d n e j  
M T P - P E  uczes tn iczy  o n a  ró w n ież  w k s z ta ł to w a n iu  
o d p o w ie d z i  im m u n o lo g ic z n e j  p o p rz e z  ró ż n ic o w a n ie  
l im focy tów  B, p rzy sp ie sz an ie  syn tezy  przeciw ciał,  in 
d u k c ję  l im focy tów  T c o r a z  w zro s t  liczby k o m ó r e k  linii 
p la z m o c y to m y  [15 ],  M D P - L y s ( L 1 8 )  s ty m u lu je  lu d z 
kie m o n o c y ty  k rw i o b w o d o w e j  d o  u w a ln ia n ia  IL-6  
ta k ż e  w w a r u n k a c h  in vitro  [17 ] ,  W  K a te d r z e  His- 
to log ii  A .M . w G d a ń s k u  b a d a n o  w pływ  p o c h o d n y c h  
M D P (L -A la )C 9 2 1  (zw iązek  z s y n te z o w a n y  w n a s z y m  
la b o ra to r iu m )  i L 1 8 -M D P ( A la )  ( p re p a ra t  h a n d lo w y ,
[3 ])  na  p o z io m  IL -6  w s u ro w ic a c h  p o c h o d z ą c y c h  od 
zw ie rzą t  z d ro w y c h  i o b a r c z o n y c h  cz e rn ia k iem  am e la -  
n o ty c z n y m  A b B o m irsk ieg o ,  p o d d a n y c h  i n ie p o d -  
d a n y c h  zab iegow i o p e ra c y jn e g o  usun ięc ia  guza. W  d o 
św ia d cz en iu  u ż y to  s a m c ó w  c h o m ik a  sy ry jsk iego  o d 
m ia n y  złocistej, k tó r y m  w szc ze p ian o  p o d s k ó r n ie  k o 
m ó rk i  c z e rn ia k a  A b  B om irsk iego .  P re p a r a ty  p o d a w a 
n o  zw ie rzę to m  p o d s k ó r n ie ,  co d rug i  dzień  od  m o m e n tu  
w szczep ien ia  k o m ó r e k  cz ern iaka .  A k ty w n o ść  IL -6  
o z n a c z a n o  m e to d ą  b io log iczną ,  w y k o rz y s tu ją c  linię 
k o m ó r k o w ą  B9. Z a r ó w n o  p o c h o d n a  L I8 - M D P (A la ) ,  
j a k  też M D P ( L - A la ) C 9 2 1 d z ia ła ły  a k ty w u ją c o  na  
u w a ln ia n ie  IL-6  d o  su row icy .  Z n a c z n e  p o d w y ższ en ie  
p o z io m u  IL-6 w s to s u n k u  do  k o n tro l i  z a o b s e r w o w a n o  
p o d  w p ływ em  M D P (L -A la )C 9 2 1  u zw ie rzą t  nosicieli 
g u za  A b 160.3%); p o z io m  ten  w zras ta ł  u zw ie rzą t  po  
u su n ięc iu  g u za  (226 .1% ) [47].  M D P  s ty m u lu je  r ó w 
nież w ydzie lan ie  i n d u k to r ó w  IL-1 i T N F - a .  M o n o c y ty  
s ty m u lo w a n e  M D P  u w a ln ia ją  C S F s , k tó ry  to  za 
p o ś re d n ic tw e m  sz p ik u  k o s tn e g o  zw iększa  liczbę k r w i 
nek b ia łych  w k r ą ż e n iu  [5],  U w a ln ia ją  o n e  ró w n ież  
czynn ik  zw iększa jący  a g re g o w a n ie  p ły tek  (P A F )  [16].  
P o d  w p ływ em  m u r a m y lo p e p ty d ó w  w zras ta  w y d z ie la 
nie p rzez  m a k ro fa g i  l icznych  c z y n n ik ó w  o d p o w ie d z ia l 
n ych  za s ty m u lac ję  k o m ó r e k  u k ła d u  im m u n o lo g ic z 
nego , w tym  C SA , F A F ,  IL-1, SA A, T N F  [18],  M D P  
w ra z  z M A F  w y k a z u ją  syne rg izm  w a k ty w o w a n iu  in 
vitro  c y to to k sy c z n o śc i  m a k ro f a g ó w  w s to s u n k u  do  
wielu n o w o tw o r ó w  [19 ] ,  IL-1, u w a ln ia n a  przez  m a k 
rofagi p o d  w p ły w e m  M D P -L y s(1 8 ) ,  M D P - G D P  
i M D P G - G D P  s ty m u lu je  l im focyty  T  do  p ro d u k c j i  
C S F s , k tó ry  z ko le i in d u k u je  p ro liferac ję  i r ó ż n ic o w a 
nie k o m ó r e k  sz p ik u  ( C F U - C )  [20-22] ,  M D P  a ta k ż e  
M T P - P E  (7,5 f ig /o so b n ik a )  p o d a w a n e  d o ży ln ie  raz em  
z r M u I F N - y  m y s z o m  w p o s ta c i  l ip o s o m ó w  niszczą 
k o m ó r k i  c z e rn ia k a  B 16 w p łu c ac h  i węzłach  c h ło n n y c h  
c h o ry c h  zw ie rzą t  [2 3 -2 5 ] ,  N a to m ia s t  M D P i r M u I F N -  
-y w l ip o s o m a c h  s ty m u lu je  o t r z e w n o w e  m a k ro fa g i  
m yszy, k tó re  w y k a z u ją  w b a d a n ia c h  in vitro  z w ię k 
sz o n ą  c y to to k s y c z n o ś ć  w s to s u n k u  d o  k o m ó r e k  cz e r 
n ia k a  B 16 /B L 6  [26 ],  N ajczęście j  b a d a n ą  c y to k in ą  jest
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in te r fe ron ,  j e d n a k  je g o  s to s o w a n ie  w leczeniu  ró żn y c h  
z łośliw ych  i w iru so w y ch  infekcji je s t  o g ra n ic z o n e  
z m ie n n ą  o so b n ic z o  to k sy c zn o śc ią  i w ie lkośc ią  t e r a p e u 
tycznie  sku tecznej d aw k i [27],  P ra k ty c z n e  znaczen ie  
zn a la z ł  I F N - a  w te rap ii  p a c je n tó w  z r a k ie m  nerki,  
c z e rn ia k ie m  i szp iczak iem  o r a z  w leczeniu  b ia łaczek  
[28].  P ró b u je  się także  s to s o w a n ia  in te r fe ro n u  w le
czen iu  c h o r ó b  o p o d ło ż u  z a p a ln y m  i im m u n o lo g ic z 
n y m  [28 -30 ] ,  A k ty w n o ść  p rz e c iw z a p a ln a  I F N - a  z w ią 
z a n a  je s t  z in d u k o w a n ie m  p rz e c iw z a p a ln y c h  c y to k in  
[31, 32] i h a m o w a n ie m  p ro d u k c j i  z a p a ln y c h  c z y n 
n ik ó w  (m e d ia to ró w )  [33].  R o z p o c z ę to  szczegó łow o  
b a d a n ia  w p ływ u  I F N - a  w o ch ro n ie  m yszy  z o s try m  
z a p a le n ie m  w ą t r o b y  w y w o ła n y m  p o d a n ie m  C o n c a n a -  
val iny-A  (C on  A). P rzy  okaz ji  tych b a d a ń  o c e n ia n o  
sk u te c z n o ść  s a m eg o  M u r a b u t id e ,  syn te tycznej  a p i ro -  
gennej p o c h o d n e j  M D P  lub  w m ie sz an in ie  z IFN -a,, / i  
d o  o c h r o n y  m yszy  z za p a le n ie m  w ą t r o b y  w y w o ła n y m  
C o n  A i k lasycznej  fo rm y  f ib ro s a rc o m y  M e th  A u m y 
szy. M u r a b u t i d e  je s t  j e d n ą  z 9 l ipof i low ych  p o c h o d 
nych  M D P  p o d d a w a n y c h  te s to m  k l in icznym . P o d a 
w an y  z d r o w y m  o c h o tn ik o m  p o w o d o w a ł  u w a ln ian ie  
a n ty z a p a ln y c h  m e d ia to ró w ,  ta k ich  j a k  a n ta g o n is ty c z -  
ny  r e c e p to r  IL-1 (IL -1R A ) czy ro z p u sz c z a ln y  re c e p to r  
c z y n n ik a  m a r tw ic y  g u za  a ( sT N F -R )  nie p o w o d u ją c  
i n d u k o w a n ia  z a p a ln y c h  cy to k in  (IL-1, IL-8, T N F -a ) .  
M u r a b u t i d e  w po łą cz en iu  z I F N - a /¡i z n a c z ą c o  r e d u k u 
je  śm ie r te ln o ść  m yszy  (z 7 0 %  d o  3 3 % )  p o w o d o w a n ą  
e n d o to k s y c z n y m  w strzą sem  (en d o to x ic  sh o ck ) [34],  
O b se rw a c je  te s tw a rz a ją  nadz ie ję  n a  z a s to so w a n ie  
p o d o b n e g o  ze s ta w u  w leczeniu e n d o to k s y c z n e g o  
w s trzą su  u ludzi.

III. Wstępne badania kliniczne

U w a g ę  z w ra c a ją  o p u b l ik o w a n e  w yn ik i  pierwszej 
fazy b a d a ń  k lin icznych  p r z e p ro w a d z o n y c h  n a  z d r o 
w ych o c h o tn ik a c h ,  k tó r y m  p o d a w a n o  p o d s k ó r n ie  
p o c h o d n ą  M D P  M u r a b u t i d e  (3-7 mg) i I F N - a  (Rofe- 
ron-A , 1 x 10 5- 1 x 106 U). C e lem  tych  b a d a ń  było  
ok reś le n ie  profilu  klin icznej to le ranc j i ,  o ra z  s tw ie r 
dzen ie  e w e n tu a ln y c h  efek tów  u b o c z n y c h  n a  o rg a n iz m  
pac je n tó w .  W yn ik i  o k a z a ły  się b a r d z o  ob iecu jące ,  
w y k a z a n o  synerg iczne  d z ia ła n ie  tych cząs teczek ,  p rzy  
czym  nie z a o b s e rw o w a n o  d z ia ła ń  u b o c z n y c h  c y to to k -  
sycznych  częs to  w y s tę p u jąc y ch  w w y n ik u  łącznego  
p o d a w a n ia  im m u n o s ty m u l a to r a  z c y to k in ą  [34],  
W  d rug ie j  fazie b a d a ń  o k re ś la n o  u z d r o w y c h  o c h o t 
n ik ó w  p o z io m  w ydz ie lanych  c y to k in  w su ro w icy  w n a 
s tęps tw ie  ró w n o c z e sn e g o  p o d a w a n ia  1 x 106 U I F N - a  
i 7 m g  M u r a b u t id e .  O t r z y m a n e  w yn ik i  d o w o d z ą ,  że 
łączne  s to s o w a n ie  M u r a b u t i d e  z I F N - a  p o w o d u je  
zn a c z n y  w zro s t  p o z io m u : G -C S F .  IL-6 ,  s T N F - R I I  
i IL-1 RA; nie z a u w a ż o n o  n a to m ia s t  in d u k o w a n ia  
z a p a ln y c h  c y to k in  ta k ic h  jak :  IL - l/ f ,  1L-8 i T N F - a .  N ie  
s tw ie rd z o n o  ta k że  p o d w y ż sz o n e g o  p o z io m u  G M -  
-C S F , IL-2, O n c o s t a t i n  M , L I F  i IL-6, an i  is to tn y ch  
d z ia ła ń  u b o cz n y ch ;  b a d a n ia  są k o n ty n u o w a n e  [34],

IV. Podsumowanie

M u r a m y lo p e p ty d y ,  z a r ó w n o  w b a d a n ia c h  in vitro  
j a k  i in vivo [5-7, 35],  s ty m u lu ją  ró ż n ic o w a n ie  k o m ó r e k  
p ro d u k u ją c y c h  cy to k in y ,  ja k  i w ydzie lan ie  s a m y c h  
cy tok in .  W  d o ty c h c z a s  o p u b l ik o w a n y c h  p ra c a c h  
z w r ó c o n o  uw agę  n a  różn ice  w in d u k o w a n iu  c y to k in  
przez  m o n o c y ty  i m a k ro fa g i  w o d p o w ied z i  n a  o b e c 
ność  p o c h o d n y c h  M D P .  W y k a z a n o  in d u k o w a n ie  
C S F s przez  m u r a m y lo p e p ty d y  [36-38] .  Z  o s ta tn ic h  
b a d a ń  w yn ika ,  że M D P  w p ły w a  na w zros t  c z y n n ik a  
g r a n u lo c y to - m a k r o f a g o w e g o  ( G M -C S F )  na  p o z io m ie  
m R N A  i m a k ro f a g o w e g o  (M -C S F )  w ś ledzion ie  i p łu 
cach  m yszy  [36 ] ,  nie p o w o d u je  n a to m ia s t  w yd z ie la n ia  
G -C S F .  O k a z a ło  się je d n a k ,  że ludzk ie  m o n o c y ty  krw i 
o b w o d o w e j  s ty m u lo w a n e  p o c h o d n ą  M D P - L y s ( L 1 8 )  
p o b u d z a ją  syn tezę  G - C S F  [39],  A u to rzy  usiłow ali  
in te r p re to w a ć  te ro zb ieżn o śc i  sugeru jąc ,  że m u r a m y l o 
p e p ty d y  rzeczywiście w p ły w a ją  na  p ro d u k c ję  G - C S F ,  
ale ty lk o  p o p rz e z  u w a ln ia n ie  IL-1 [40], U d z ia ł  C S F s 
w o d p o r n o ś c i  o r g a n iz m u  na  infekcje zależy nie ty lk o  
od  w p ływ u  na  pro life rac ję  le u k o cy tó w ,  ale ta k ż e  od  
bez p o śred n ie j  ak ty w a c j i  d o j rz a ły c h  k o m ó r e k  [41, 42], 
I m m u n o m o d u l a to r o w a  a k ty w n o ś ć  p o c h o d n y c h  M D P  
z w ią z a n a  jest rów nież ,  ze zd o ln o śc ią  h a m o w a n ia  p r o 
dukcj i  p ew n y c h  cy to k in  [43],  N p. h a m u ją  on e  p r o d u k 
cję I F N - a  w m ysiej/szczurze j ś ledzion ie  i o b w o d o w y c h  
m a k ro f a g a c h  zw ią za n e  to  je s t  z o g ran ic ze n iem  p r o d u 
kcji IL-2  przez  s ty m u lo w a n e  sp lenocy ty  [44, 45], 
I F N - a  był p ie rw szą c y to k in ą  z a s to s o w a n ą  w leczeniu  
n o w o tw o ró w .  S k u te c z n o ść  je g o  s to s o w a n ia  by ła  j e d 
nak  o g r a n ic z o n a  to k sy c z n o śc ią  w y m ag a n e j  d a w k i  
i w y b ió rcz ą  sk u te c z n o śc ią  [46] ,  D la te g o  też p r ó b o w a 
no  p o d a w a ć  go w p o łą c z e n iu  z innym i c y to k in a m i  
(IL-2, T N F - a ,  IFN -y)  lub  c h e m io te r a p e u ty c z n y m i  le
kam i,  ale ja k  d o ty c h c z a s  nie u z y s k a n o  o c z ek iw a n y ch  
re z u l ta tó w  [46],  N a to m ia s t  łączne  p o d a w a n ie  I F N -  
-a//ł z b ezp iecznym  im m u n o s ty m u la to r e m  ja k im  jest 
M u r a b u t id e ,  w y k az u je  in vitro  i in vivo sy n e rg is ty cz n ą  
a k ty w n o ś ć  p rzeciw  e d o to k s y c z n e m u  w strzą so w i o ra z  
w iru so w e m u  z a p a le n iu  m ię śn ia  sercow ego . O b e c n ie  
p r e p a ra ty  te p rz e c h o d z ą  I i II fazę b a d a ń  k lin icznych . 
S tu d ia  n a d  m e c h a n iz m e m  a k ty w u ją c e g o  d z ia ła n ia  
o b u  tych  i m m u n o m o d u la to r ó w  są in tensyw n ie  p r o w a 
dzone .
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Wirus vaccinia i jego zastosowanie w biologii molekularnej 
oraz immunologii

Vaccinia virus and its application in molecular biology and 
immunology

D A R I U S Z  K M I E C I A K *
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Wykaz stosowanych skrótów: Da — dalton; dł. długość: 
h godzina; gpt fosforybozylotransferaza guaninowa 
(EC 2.4.2.22); kD a  — kilodalton; kpz 103 par zasad; m. cz.

masa cząsteczkowa; N — dowolna zasada; ok. — około; 
pz — pary zasad; S — stała Svedberga; TK kinaza 
tymidylanowa (EC 2.7.1.21); X-gal — 5-bromo-4-chloro-3- 
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I. Wstęp

W iru s  v ac c in ia  (ang. vaccinia virus), u ż y w a n y  d o  
szczepień  o c h r o n n y c h  p rz e c iw k o  osp ie  p raw dziw e j 
(łac. variola vera), z o s ta ł  w y iz o lo w a n y  b ez p o ś red n io ,  
b ą d ź  p o ś r e d n io  z z a k a ż o n e g o  b y d ła  [1] ,  N ie k tó re  
p r e p a r a ty  w iru sa  p o c h o d z i ły  ta k ż e  od  in n y c h  zw ierząt .  
R ó ż n e  szczepy  w iru sa  po  p ra w ie  d w u s tu  la tac h  dały  
p o c z ą te k  w sp ó łc z e sn e m u  w iru so w i vacc in ia ,  k tó re g o  
p o c h o d z e n ie  nie z o s ta ło  d o k ła d n ie  w y ja ś n io n e  [2],  

A ngielsk i  le k a rz  E d w a r d  J  e n n e r z a s to s o w a ł  i o p i 
sał p o  raz  p ie rw szy  w 1798 r. efekt o c h r o n n y  szczepie
n ia  w iru se m  o sp y  k row ie j  (ang. co w p o x  virus) p rze c iw 
k o  o sp ie  p ra w d z iw e j  [1] ,  W y k o r z y s ta ł  p rzy  tym  s p o s t 
rzeżenie,  iż ó w cz esn e  d o ja rk i ,  p o p rz e z  z a k aż en ie  się 
w iru se m  o sp y  k row ie j ,  uzy sk iw a ły  o d p o r n o ś ć  na  in fek
cję w iru se m  o sp y  p raw d z iw e j  [1 ] ,

O b ec n ie ,  w irus  vacc in ia  z n a la z ł  nie ty lk o  z a s to so w a -

* Mgr, Katedra i Zakład Chemii Fizjologicznej, Akademia 
Medyczna im. K. Marcinkowskiego, ul. Święcickiego 6, 
60-781 Poznań
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V. Concluding remarks

nie d o  szczepień  o c h ro n n y c h .  Is tn ie je  o lb rz y m ia  ilość 
pub l ikac j i ,  w k tó r y c h  o p is a n o  w y k o rz y s ta n ie  tego 
w iru sa  j a k o  w e k to r a  d o  ekspresji  g e n ó w  w k o m ó r k a c h  
eu k a r io ty c z n y c h ,  d o  syntezy  b io log iczn ie  czynnych  
bia łek ,  d o  b a d a n ia  relacji s t r u k t u r a : fu n k c ja  b ia łka ,  
a w im m u n o lo g i i  d o  b a d a n ia  o d p o w ie d z i  h u m o r a ln e j  
i k o m ó rk o w e j .  Z a g a d n ie n i a  te nie zo s ta ły  d o ty c h c z a s  
szerzej o m ó w io n e  w polsk ie j l i t e r a tu rz e  fachowej. 
S k u p ia ją c  się g łów nie  n a  sp o s o b a c h  w k lo n o w y w a n ia  
ob cy c h  g e n ó w  w ten  w ek to r ,  a m nie j uw ag i p o 
św ięca jąc  n a  cykl życ iow y w irusa ,  a u t o r  w y ra ż a  n a 
dzieję, że z a in te re so w a n ie  w śró d  po lsk ich  czy te ln ik ó w  
w iru sem  vaccin ia ,  j a k o  uży tec zn y m  n a rz ę d z ie m  w b io 
logii m o le k u la rn e j  i im m u n o lo g i i ,  w zrośn ie .

II. Cykl życiowy wirusa vaccinia

II-I. Genom wirusa

W iru s  vacc in ia  należy  d o  ro d z in y  p o x w ir u s o w  (ang. 
poxv ir idae  fam ily ) ,  k tó re j  p rzeds taw ic ie le  z a k a ż a ją  z a 
r ó w n o  k ręgow ce ,  j a k  i b e z k ręg o w ce  [3 ] ,  R a ze m  z m.in. 
w iru sem  ospy  p raw dziw e j  (ang. variola virus ) i w iru sem  
o sp y  krow ie j  [cowpox virus) tw o rzy  ro d za j  o r to p o x -  
w iru só w  (ang. orthopoxv irus  genus)  (Ryc. 1). W szystk ie  
o r to p o x w iru s y  są ściśle ze s o b ą  sp o k re w n io n e .  A na liza  
r e s t ry k c y jn a  D N A  n ie k tó ry c h  p o x w iru s o w  u ja w n i ła  
h o m o lo g ię  sekwencji ,  zw łaszcza  w reg ion ie  c e n t r a ln y m  
g e n o m u  (m. cz. ok. 30 x 106 D a) o r a z  w k o ń c o w y c h
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Rodzina: Poxviridae

rabbitpox, raccoon pox, tatera pox, vole pox

Ryc. 1. U p ro szcz o n y  schem at  ukazu jący  p rzyna leżność  t a k s o n o m i 
czną w irusa  vaccinia.

p o w tó r z e n ia c h  (m. cz. d o  6 x 1()6 D a)  [4],  P o n a d to  
u s ta lo n o ,  że o p isy w a n y  w irus  vaccin ia ,  ch o c ia ż  b a r d z o  
p o d o b n y ,  różn i  się j e d n a k  od  w iru sa  o sp y  k row ie j  o ra z  
o sp y  p raw d z iw e j  i m o ż n a  go  u z n a ć  za o d r ę b n y  g a tu n e k
[4 ] ,  Z  d rug ie j  j e d n a k  s tro n y ,  j a k  w s p o m n ia n o  we 
wstępie, p o c h o d z e n ie  je g o  jes t  n iew y jaśn io n e ,  ale p o 
d o b ie ń s tw o  m a p  r e s try k c y jn y ch  trzech  wyżej w s p o 
m n ia n y c h  w iru só w  [4 ]  nie w yk lucza ,  że w irus  vacc in ia  
m o ż e  być h y b ry d ą  a lb o  „ l a b o r a to r y jn y m ” p o to m k ie m  
szczepu, k tó r y  nie istnieje już w p rz y ro d z ie  [5],  D o 
m n ie m a n a  m a s a  cz ą s te c z k o w a  D N A  w iru sa  vaccin ia ,  
o s z a c o w a n a  n a  p o d s ta w ie  ana l izy  res trykcy jne j ,  w y n o 
si ok . 1 2 4 x  106 D a  [4],

P o x w iru sy  są  j e d y n ą  ro d z in ą  w iru só w  D N A ,  k t ó 
rych cały cykl życiowy, łączn ie  z rep l ikac ją ,  za ch o d z i  
w c y to p la z m ie  k o m ó r e k  e u k a r io ty c z n y c h  [3 ] .  U n ik a l 
n ą  ich cechą  je s t  ró w n ież  to, że w łasny  D N A  k o d u je  
o g r o m n ą  w iększość  e n z y m ó w  i c z y n n ik ó w  b ia łk o w y c h  
p o t r z e b n y c h  d o  rep likacj i  i t r a n sk ry p c j i  [3, 6]. D N A  
w iru sa  vacc in ia ,  j a k  z re sz tą  i innych  p o x w iru so w  
w y stę p u je  w p o s ta c i  d w u n ic iow e j ,  l iniowej cząs teczk i

0 d ługośc i  186 k p z  [7 ] ,  N a  jej k o ń c a c h  w y s tę p u ją  
s t r u k tu r y  ty p u  „szpilki d o  w ło s ó w ” (ang. hairpin loop), 
k tó re  łączą  o b ie  nici w je d n ą  cząs tec zk ę  [8] ,  S ekw enc ję  
D N A  w ty m  m ie jscu  s ta n o w ią  g łó w n ie  p a ry  A T  [8],  
W  g en o m ie  w iru sa  v acc in ia  w y s tę p u ją  też k o ń c o w e ,  
o d w ró c o n e  p o w tó r z e n ia  sekw encji  (ang. inverted  te r 
minal repeats:  ITR ),  tzn. iden tyczne ,  ale p rzec iw n ie  
z o r ie n to w a n e  sekw enc je  o d ługośc i  ok . 10 kpz ,  z n a j 
du ją ce  się n a  k o ń c a c h  cząs teczk i D N A  [9].

G e n o m  d w ó c h  szczepów  w iru s a  v acc in ia  zo s ta ł  
z s e k w e n c jo n o w a n y  w całości. Są to: szczep  A n k a r a ,  
177923 pz (nr  d o s tę p u  w baz ie  G e n B a n k :  U 94848)  o r a z  
szczep K o p e n h a g a ,  191737 pz (nr  M 35027).

II-2. Proces infekcji wirusem

W iru s  vac c in ia  w y s tę p u je  w d w ó c h  f o rm a c h  in fek 
cyjnych: w fo rm ie  w e w n ą t r z k o m ó r k o w e g o  d o j r z a łe g o  
w iru sa  (ang. I M V -  intracellular m a ture  virus) i ze- 
w n ą t r z k o m ó r k o w e g o  o p ła sz c z o n e g o  w iru sa  (ang. 
EEV- ex tracu l la r  enveloped  virus). F o r m a  E E V  z a w ie ra  
d o d a t k o w ą  b ło n ę  l ip id o w ą  [1 0 ]  i o d m ie n n e  b ia łk a  
p o w ie rz c h n io w e  [11].  S p o ś ró d  sześciu z n a n y c h  gen ó w ,  
specyficznych  d la  fo rm y  EEV , j e d e n  z nich , B5R, 
k o d u ją c y  g l ik o p r o te in ę  o m. cz. 42 k D a ,  w p ły w a  n a  
w ielkość  k o lo n i i  w iru sa  i je g o  d e lec ja  p o w o d u je  
zm nie jszen ie  k o lo n i i  o r a z  a te n u a c ję  w iru sa  in vivo [12 ] ,

C yk l życ iow y  w iru sa  vacc in ia  m o ż n a  u z n a ć  j a k o  
ty p o w y  d la  p rzeds taw ic ie l i  ro d z in y  p o x w ir u s ó w  (Ryc.
2). Wejście w iru sa  d o  k o m ó r k i  g o s p o d a r z a  z a p o c z ą t 
k o w u je  je g o  fuzja z b ło n ą  c y to p la z m a ty c z n ą ,  po  k tó re j  
n as tęp u je  p ro ce s  in te rna l izac j i  [13 ] ,  P r ó b y  z id en ty f i
k o w a n ia  b ia łek  o d p o w ie d z ia ln y c h  za  p ro ce s  a d s o rp c j i
1 p en e trac ję  w s k a z u ją  n a  d w a  b ia łk a  p ła szcza  w irusa :  
o m. cz. 56 k D a  i 14 k D a  [14, 15], Z a p r o p o n o w a n o  
rów nież ,  że r e c e p to r  n a s k ó r k o w e g o  c z y n n ik a  w z ro s tu  
(ang. E G F - ep iderm al grow th  fa c to r )  m o ż e  o d g r y w a ć  
ro lę w p ro ce s ie  in te rn a l iz ac j i  w iru sa ,  g d y ż  k o d o w a n e  
przez  w iru sa  b ia łk o  wydzie ln icze ,  V G F  (ang. vaccinia  
grow th  fac to r ) ,  w iąże  się ty m  r e c e p to r e m  [16].  J e d n a k 
że, w irus  in feku je  k o m ó r k i  n a w e t  w p r z y p a d k u  m u ta c j i

DNA płaszcz

polimeraza RNA 
polimeraza poli(A)

Ryc. 2. Schem at  cyk lu  życiowego wirusa  vaccinia (wg [7],  
zmodyfikow ano).
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p o lega jące j  n a  z a h a m o w a n iu  ekspresji  V G F  [17].  Być 
m oż e ,  że p rz y c z y n ą  tego jes t m.in. z d o ln o ść  w iąz an ia  
w iru sa  d o  s ia rc z a n u  h e p a r a n u ,  s k ła d n ik a  p ro te o g -  
l ik a n ó w  w y s tę p u ją c y c h  na  po w ierzch n i  k o m ó r e k ,  p o 
n ie w a ż  w y k a z a n o ,  że b ia łk o  w iru sow e A 2 7 L  wiąże się 
d o  tego  zw ią zk u ,  a  więc m o ż e  po ś red n ic zy ć  w w iąz an iu  
w iru s a  d o  k o m ó r k i  i infekcji [18]. Z d o ln o ś c ią  tą, 
z a s u g e ro w a n o ,  m o ż n a  też w y t łu m a cz y ć  n isk ą  specyfi
c z n o ść  w iru s a  vacc in ia  co do  w y b o ru  k o m ó r k i  g o s 
p o d a r z a  [18 ] .

R ó w n o c z e śn ie  z fuzją w iru sa  z b ło n ą  c y to p la z m a ty -  
c z n ą  i je g o  in te rna l izac ją ,  ro z p o c z y n a  się p roces  lik 
w idac ji  p ła szc za  co w iąże się z u w o ln ie n iem  lip idów  
i b ia łek  w iru so w y c h  [19].  E ta p  ten s ta n o w i  p ie rw szą  
fazę infekcji, k tó re j  nie b lo k u ją  in h ib i to ry  syn tezy  R N A  
i b ia łek  [20 ] ,  D ru g a  faza za czyna  się po  okres ie  
u ta je n ia  (0,5 d o  2 godz.,  w za leżnośc i  o d  n a tęż en ia  
infekcji) i c h a r a k te ry z u je  się syn tezą  R N A  o r a z  b ia łek 
[19, 21].  S y n te z a  D N A  w iru sa  vacc in ia  ro z p o c z y n a  się 
ok. 1-2 godz.  po  infekcji i da je  w rezu ltac ie  ok. 10 4 kop ii  
g e n o m u  n a  k o m ó r k ę ,  z czego  ok. p o ło w a  u lega  u p a k o 
w a n iu  d o  w ir io n ó w  p o to m n y c h  [22, 23].

II-3. Transkrypcja genów wirusowych

P ro c e s  t r a n sk ry p c j i  gen ó w  w irusa  vac c in ia  m o ż n a  
podz ie l ić  n a  t rzy  e tapy; t r a n sk ry p c ję  g e n ó w  w czesnych, 
p o ś r e d n ic h  o r a z  p ó ź n y c h  (Ryc. 3) [24],  D o w ie d z io n o ,  
że D N A  w irusa ,  k tó ry  z a in fek o w a ł  k o m ó r k ę ,  służy 
j a k o  m a t r y c a  d o  ekspres ji  g en ó w  w czesnych , n a t o 
m ia s t  e k s p re s ja  g e n ó w  p o ś re d n ic h  i p ó ź n y c h  za ch o d z i  
n a  n o w o  z s y n te ty z o w a n y m  D N A  [25, 26],

E k s p re s ja  g e n ó w  w czesnych  za cz y n a  się dzięki s k ła 
d n ik o m  sy s te m u  wczesnej t r an sk ry p c j i ,  k tó re  w raz  
z D N A  w iru sa  są u p a k o w a n e  w rd z e n iu  w ir io n u  
in fek u jące g o  k o m ó r k ę  [27, 28]. N a s t ę p u je  to  w ciągu 
k i l ku  m in u t  p o  in te rna l izac j i  w iru sa  [27, 28]. P o w s ta ły  
w w y n ik u  t r a n sk ry p c j i  g e n ó w  w czesnych  m R N A  p o d 
lega m o d y f ik a c jo m  ta k im  ja k  d o d a n ie  7 -m e ty lo g u a n i-  
ny  n a  k o ń c u  5' (tzw. kap )  [29],  p o l ia d e n y la c ja  [30],  
a  n ie k tó r e  z cząs teczek  za w ie ra ją  także  k r ó tk i  odc inek  
l id e ro w y  poli(A) na  k o ń c u  5’, p o w s ta ły  w w y n ik u  
p ro c e su  edycji [31].

W  p ro ce s ie  t r a n sk ry p c j i  g e n ó w  w czesnych  w iru sa  
b ie rze  u d z ia ł  V E T F  (ang. vaccinia virus ear ly  transcrip
tion fac to r ) ,  c z ynn ik  t r a n sk ry p c y jn y ,  k tó r y  jest b ia ł
k ie m  w ią ż ą c y m  D N A  i z ło ż o n y m  z p o d je d n o s te k  70- 
o r a z  82 k D a ,  k o d o w a n y c h  p rzez  geny D 6 R  i A 8L  [32, 
33],  Je s t  o n  p r o d u k o w a n y  w fazie pó źn e j  infekcji 
i p a k o w a n y  d o  j ą d r a  w iru sa  w p roces ie  tw o rz e n ia  
w ir io n ó w  p o to m n y c h  [34],  O p r ó c z  tego, b ia łk a  D 6R  
i A 8 L  w p ły w a ją  n a  m o rfo g e n ez ę  w iru sa  i ich b rak  
z a k łó c a  p o w s ta n ie  d o jrza ły ch  cząs tek  p o to m n y c h  w i
ru sa  [35, 36].

R e g io n y  p r o m o to r o w e  g e n ó w  p o d le g a ją c y c h  w czes
nej t r a n s k r y p c j i  w y s tę p u ją  g łów n ie  w o d c in k u  ok. 30 pz 
p rz e d  m ie jscem  s ta r tu  t r a n sk ry p c j i  [37 -39] .  O d c in e k  
o d  -28 d o  -13, zaw ie ra jąc y  d u ż o  reszt A, jes t ,  p o d o b n ie

ja k  sekw enc ja  T A T A  d la  p r o m o to r ó w  gen ó w  e u k a r i o 
tycznych , reg ionem , k tó ry  w y zn a cz a  miejsce inicjacji 
t r a n sk ry p c j i  [40].

T e r m in a c ja  t ra n sk ry p c j i  g e n ó w  w czesnych  w iru sa  
vacc in ia  z a c h o d z i  ok. 20-50 pz (w k ie ru n k u  3’) za 
sekw enc ją  T T T T T N T  [41].  Z a u w a ż o n o ,  że i n k o r 
p o ra c ja  h a lo g e n k o w y c h  p o c h o d n y c h  U T P  d o  n o w o  
p o w s ta ją c e g o  ł a ń c u c h a  R N A  h a m o w a ła  te rm in a c ję  
t r a n sk ry p c j i  [42],  S ugeru je  to, że sygna ł te rm in ac j i  
m o ż e  być r o z p o z n a w a n y  nie w D N A ,  a w R N A ,  ja k o :  
U U U U U N U .  S ygnał te rm in ac j i  d la  p o l im e ra z y  RN A ,  
p rz e k a z y w a n y  za  p o m o c ą  w iru so w eg o  c z y n n ik a  t e r 
m inacj i  V T F / C E  (ang. viral term ination fac tor  capping  
enzym e)  w y m a g a  h y d ro l izy  A T P ,  d o k o n y w a n e j  p rzez  
b ia łk o  k o m p le k s u  e lo n g ac y jn eg o ,  N P H - 1  (ang. nuc
leoside tr iphosphate  phosphohydro lase -I)  [43 ].

J a k  p rz e w id y w a n o ,  sekw enc ja  T T T T T N T  w y s tę p u 
je  w w iększośc i g e n ó w  w czesnych  w iru sa  vacc in ia ,  ale: 
(1) n ie k tó re  geny  nie p o s ia d a ją  tego  sy g n a łu  i w ted y  
te rm in a c ja  t ra n sk ry p c j i  w y s tę p u je  na  k o ń c u  3’ n a s t ę p 
n ego  t r a n s k r y b o w a n e g o  g enu  i (2) n aw e t  gdy  m o ty w  
ten  jes t  obecny ,  te rm in a c ja  nie zaw sze jes t  ca łk o w ita .  
O b y d w a  te w a r u n k i  t łu m a c z ą  w y s tę p o w a n ie  n a d m ie r 
nie d ług ich  cząs teczek  w czesnego  m R N A  [44-46] ,

J a k  ju ż  wcześniej w s p o m n ia n o ,  r ep l ik ac ja  D N A  
w iru sa  w y zn a cz a  n a s tę p n y  e ta p  infekcji. D o c h o d z i  
w ó w cza s  d o  ekspres ji  g e n ó w  p o ś re d n ic h ,  a z a ra z  
p o te m  g en ó w  p ó ź n y c h  w irusa .  N a  te m a t  t r a n sk ry p c j i  
g e n ó w  p o ś re d n ic h  ciągle n iewiele w ia d o m o .  J a k  d o tą d ,  
p o z n a n o  pięć g e n ó w  p o ś re d n ic h  [47, 48],  z k tó ry c h  
trzy  np. k o d u ją  t r a n s a k ty w a t o r y  ekspresji  g e n ó w  p ó ź 
nych  [48],

G e n y  p ó ź n e  k o d u ją  wiele en z y m ó w , ta k ic h  jak :  
d e o k s y ry b o n u k le a z y  [49],  fo s fo h y d ro la zy  tr ifosfo ra -  
n ó w  n u k le o z y d ó w  [49, 50], czy to p o iz o m e ra z y  [51],  
a ta k że  w iększość  b ia łek  s t r u k tu r a ln y c h  cząs teczk i
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Ryc. 3. Przybl iżone  przedziały czasowe pok azu jące  ko le jność  zd a 
rzeń w cyklu  życiowym wirusa vaccinia od  m o m e n tu  infek
cji do  p o w s ta n ia  now ych  cząstek wirusa  (wg [24],  zm odyf i
kowano).
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w iru sa  [52].  J e d n o  z nich, p r o d u k t  genu  11, o w ielkości 
35 k D a ,  p r o d u k o w a n e  w p ó ź n y m  s ta d iu m  infekcji, jest  
b ia łk ie m  w iąż ąc y m  się d o  D N A  w n o w o  p o w s ta jąc y ch  
w ir io n a c h ,  za te m  w p ły w a  n a  ich m orfogenezę ,  a jego  
b ra k  p o w o d u je  fo rm o w a n ie  się w ir io n ó w  n ie d o j rz a 
łych [53 ] ,

In fo rm a c y jn e  R N A  g e n ó w  p ó ź n y c h  w y ró ż n ia ją  się 
k i lk o m a  cecham i.  Ich k o n ie c  5’ za w ie ra  sekw encję  
po liA  z ło ż o n ą  z ok. 35 resz t [54, 55], w o d r ó ż n ie n iu  od  
m R N A  g e n ó w  w czesnych , w k tó ry m ,  jeśli ta k i  odc inek  
w ystępu je ,  je s t  o n  zn a cz n ie  k ró tsz y  [31 ].  T a  sekw enc ja  
poliA  nie je s t  z a k o d o w a n a  w g e n o m ie  w irusa ,  a  p o 
w sta je  w w y n ik u  d z ia ła n ia  p o l im e ra z y  R N A  (ang. 
b a ck w a rd  s l ippage) i j a k  się w ydaje ,  m o ż e  m ieć  z n a c z e 
nie w w ią z a n iu  c z y n n ik ó w  tra n s la c y jn y c h  i p o d je d n o s -  
tk i 40S  ry b o s o m u ,  k tó r a  n a s tę p n ie  p rz e su w a  się w k ie 
r u n k u  k o d o n u  in ic ju jącego  A U G ,  z regu ły  u lo k o w a n e 
go  b e z p o ś r e d n io  za  se k w e n c ją  poliA.

S p o ś ró d  c z y n n ik ó w  t r a n s k r y p c y jn y c h  w p ły w a ją 
cych n a  eksp res ję  g e n ó w  p ó ź n y c h  w ym ien ić  m o ż n a  
V L T F -1  i V L T F - 2 ( a n g .  vaccinia virus late transcription  

fac tor) ,  p r o d u k ty  g en ó w  G 8 R  i A l  L [56, 57], P o n a d to ,  
d o n ie s io n o ,  że w p roces ie  t r a n sk ry p c j i  g en ó w  p ó ź 
n ych  m o ż e  uczes tn iczyć  c z y n n ik  V L T F -X ,  k tó r y  w iąże 
się d o  p r o m o to r ó w  g e n ó w  p ó ź n y c h  i k tó r e g o  a k t y w 
ność  z n a le z io n o  ró w n ież  w c y to p la z m ie  z n ie za k aż o -  
n ych  k o m ó r e k  H e L a  [58 ].  T o  sugeru je ,  że w t r a n s k r y p 
cji g e n ó w  p ó ź n y c h  w iru sa  vacc in ia  m o ż e  b ra ć  udzia ł  
czy n n ik  k o m ó r k o w y ,  a  nie ty lk o  p o c h o d z e n ia  w i r u s o 
wego.

S y g n a ł  te rm in ac j i  t r a n sk ry p c j i  g e n ó w  p ó ź n y c h  nie 
z o s ta ł  ro z p o z n a n y .  W y d a je  się, że syn teza  R N A ,  raz  
ro zp o c zę ta ,  m oże  być k o n t y n u o w a n a  w zd łu ż  o d c in 
k ó w  k o d u ją c y c h  inne  geny  późne ,  j a k  ró w n ież  geny 
wczesne, n a w e t  jeśli są o n e  p rzec iw nie  z o r ie n to w a n e  
[59, 60],  T łu m a c z y  to  w y s tę p o w a n ie  różnej d ługośc i  
m R N A  k o d u ją c e g o  d a n e  b ia łko .  S ygna ł  te rm inac ji  
t r a n sk ry p c j i  g e n ó w  w czesnych  T T T T T N T  w ys tępu je  
czasem  w sekw encji  g e n ó w  p ó źn y c h ,  ale nie je s t  
ro z p o z n a w a n y  w p roces ie  ich t r a n sk ry p c j i  [41].

W  reg ion ie  p r o m o t o r o w y m  g e n ó w  p ó ź n y c h  c h a r a k 
te ry s ty c z n ą  se k w e n c ją  je s t  k o n s e rw a ty w n y  m o ty w  
T A  A A T , w e w n ą t rz  k tó r e g o  n a s tę p u je  in ic jacja  t r a n s 
k rypcji  [61, 62]. C z ęs to  b e z p o ś r e d n io  za sekw enc ją  
T A A A T  w y stę p u je  resz ta  G  d a ją c  o d c in ek  T A A A T G ,  
w  k tó r y m  o s ta tn ie  trzy  z a s a d y  tw o rz ą  o d p o w ie d n ik  
k o d o n u  in ic ju jącego  n a  nici D N A : A T G  [62],  M u ta c je  
w o b rę b ie  reszt A m o ty w u  T A A A T  o b n iż a ją  w y d a j 
n o ść  t r a n sk ry p c j i  g en ó w  p ó ź n y c h  [61, 63],

P o d c z a s  infekcji, p o x w iru sy  k o d u ją  b ia łka ,  k tó ry c h  
z a d a n ie m  je s t  o b r o n a  p rzed ,  czy też z n e u t r a l i z o w a n ie  
o d p o w ie d z i  im m u n o lo g ic zn e j .  D o n ie s io n o  np. że w ir u 
sy v a r io la  i c o w p o x  p r o d u k u j ą  b ia łk o  w ydzie ln icze  
(sekw enc ja  g en u  tego  b ia łk a  je s t  ta k ż e  silnie z a k o n s e r 
w o w a n a  u w iru sa  vaccinia),  k tó r e  w iąże się d o  /Uche- 
m o k in  [64],  Je g o  ro lą  za te m ,  je s t  p r a w d o p o d o b n ie  
inh ib ic ja  a n ty w i ru so w e g o ,  p rz e c iw z a p a ln e g o  d z ia ła n ia  
/J-chem okin ,  ch o c ia ż  nie w y k az u je  o n o  p o d o b ie ń s tw a

d o  sekwencji ich recep torów . P o n a d to ,  fo rm a  E E V  
w irusa  jest  o to c z o n a  płaszczem  w y w odzącym  się z b łon  
a p a r a t u  G o lg ie g o  co, j a k  w y k ry to ,  n a d a je  jej o d p o r 
ność  na  specyficzne p rzec iw cia ła  n eu t ra l iz u ją c e  [65].

III. Konstruowanie zrekombinowanych wiru
sów vaccinia

III-I. Projektowanie i przygotowanie sekwencji 
DNA insertu

W iru so w e ,  p r o k a r io ty c z n e  lub  e u k a r io ty c z n e  geny  
lu b  c D N A .  za w ie ra jąc e  o tw a r te  r a m k i  odczy tu ,  m o g ą  
być użyte  d o  r e k o m b in a c j i  D N A  z m o d y f ik o w a n y c h  
w iru só w  vaccinia .  P o z w a la  to  n a  eksp res ję  tych  g enów , 
lub  c D N A ,  po  infekcji k o m ó r e k  g o sp o d a rz a .  W a ż n e  
jest,  aby  p r o m o t o r  „ g e n u - in se r tu ” p o c h o d z i ł  o d  w iru sa  
vaccin ia ,  p o n ie w a ż  p r o m o to r y  k o m ó r k o w e  i p o c h o 
d zą ce  od  in nych  w iru só w  nie są r o z p o z n a w a n e  p rzez  
a p a r a t  t r a n s k r y p c y jn y  tego  w irusa .  K in e ty k a  p r o d u k 
cji b ia łka ,  n a  m a t ry c y  m R N A  k o d o w a n e g o  p rzez  D N A  
inse rtu ,  zależy o d  uży tego  p r o m o to r a .  P r o m o t o r y  
wczesne z regu ły  p o z w a la ją  n a  eksp res ję  b ia łk a  w c iągu  
sześciu g o d z in  od  infekcji; p r o m o to r y  p ó źn e  —  o d  ok. 
6 godz. p o  infekcji, aż d o  w y s tą p ien ia  z n a c z n y c h  efek 
tó w  c y to to k sy c z n y c h  w k o m ó r c e  [66, 67], N a jb a rd z ie j  
p o w sze ch n ie  je s t  j e d n a k  u ż y w a n y  p r o m o t o r  p7.5, z a 
w iera jący  z a r ó w n o  wczesne, j a k  i p ó ź n e  sekw encje  p ro -  
m o to r o w e  [68].  Z a leżn ie  od  w a r u n k ó w ,  k ie ru je  o n  c ią 
głą ek sp res ją  b ia łk a ,  p rzez  1 d o  2 dni,  ale nie d łużej 
gdyż, j a k  w s p o m n ia n o ,  w y s tąp ien ie  e fek tów  c y t o to k s y 
cznych  p r o w a d z i  w kon se k w e n c j i  d o  śmierci k o m ó r k i .

P ro je k tu ją c  sekw encję  D N A ,  k tó r ą  z a m ie rz a  się 
w k lo n o w a ć  d o  w e k to ra ,  t r z e b a  p a m ię ta ć  nie ty lk o  
o tym , a b y  r a m k a  o d c z y tu  by ła  p o z b a w io n a  in t ro -  
n u /ó w ,  ale ró w n ie ż  żeby D N A  nie za w ie ra ło  sekw encji  
T T T T T N T ,  ozn a cz a jące j  te rm in ac ję  t r a n sk ry p c j i  ge 
n ó w  w czesnych  w iru sa  [69, 70], P o d o b n e  sekw encje ,  
z n a jd u ją c e  się w genie, k tó ry  m a  z o s tać  w k lo n o w a n y ,  
m o g ą  p ro w a d z ić  d o  p rzedw czesnej  te rm in ac j i  t r a n s 
krypcji  tego  genu ,  a w rezu ltac ie  d o  o b n iż o n e j  w y d a j 
ności syn tezy  je g o  p r o d u k tu  b ia łk o w e g o  [70],  Jeżeli 
celem e k s p e r y m e n tu  jes t  np. u zy sk an ie  d u ży c h  ilości 
b ia łka ,  a  m o ty w  T T T T T N T  w ystępu je  w reg ion ie ,  
w k tó ry m  z a m ia n a  je d n e g o  lub  k ilku  a m in o k w a s ó w  
nie w p ły w a  n a  s t r u k tu r ę  i funkcję  b ia łka ,  m o ty w  ten, 
p rze d  w k lo n o w a n ie m  d o  w e k to ra ,  m o ż n a  zm ien ić  
p o p rz e z  m u ta g e n e z ę  [70].

A by  w pełni n a ś la d o w a ć  w iru so w e  R N A , nie u le g a 
ją c e  t rans lac ji  l id e ro w e  od c in k i  5', j a k  i 3’- k o ń c o w e  
sekw encje  in se r tu  z reguły  u su w a  się lu b  s k r a c a  
m oż liw ie  j a k  n a jb a rd z ie j  tak ,  że d o  w e k to r a  w p r o w a 
d z o n a  zos ta je  ty lk o  o tw a r ta  r a m k a  o d c z y tu  [67, 70],

II1-2. Klonowanie obcego DNA i selekcja rekom- 
binantów

U z y sk a n ie  z r e k o m b in o w a n e g o  w iru sa  vac c in ia
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gen-insert 

ATG TAG

trawienie enzymarm_ 
restrykcyjnymi •ligacja

B.

genom wirusa 
vaccinia TK TK

Ryc. 4. A. K o n s tru k c ja  p lazm idu  zaw iera jącego  gen-inscr t.
P o  t raw ien iu  odpo w ied n im i  enzym am i,  z a ró w n o  p lazm idu ,  
ja k  i genu-inser tu ,  nas tępu je  ligacja i o d sz u k an ie  p r a w id 
łow ego p lazm idu  p o tom nego .
B. H om o lo g iczn a  rek o m b in a c ja  pom iędzy  s t ransfekow a-  
nvm  p lazm idem , a g enom em  wirusa vaccinia. 
Z a in fek o w a n e  „dz ik im ” wirusem  k o m ó rk i  transfekuje  się 
p lazm idem  zaw iera jącym  gen-insert  w kasecie ekspresyjnej 
p om iędzy  segm en tam i genu T K . W w yn iku  z jawiska p o 
d w ó jn eg o  cross ing-over  nas tępu je  przeniesienie genu-inser
tu d o  g e n o m u  wirusa. Szczegóły tego procesu  i sposób  
identyf ikacj i  w irusów  p o to m n y c h  op isa n o  w tekście.

o b e jm u je  d w a  e tapy: (1) w p ro w a d z e n ie  o b ce g o  D N A  
d o  spec ja ln ie  z a p r o je k to w a n e g o  p la z m id u  i (2) h o m o 
log iczną  re k o m b in a c ję ,  w k o m ó r k a c h  z a in fe k o w a n y c h  
„ d z ik im ” szczepem  w irusa ,  po  t ransfekcji  p la z m id e m  
z a w ie ra ją c y m  inse rt  (Ryc. 4).

W  p ie rw szym  e tap ie  w y k o rz y s tu je  się p la z m id y  
t ra n s fe ro w e  zaw ie ra jąc e  f ra g m e n t  (z reguły  gen) D N A  
w iru sa  vaccin ia ,  k tó r e g o  c iąg łość  zo s ta ła  p r z e rw a n a  
p o p rz e z  w staw ien ie  kase ty  ekspresy jne j  sk łada jące j  się 
z p r o m o t o r a  w iru sa  vacc in ia  o ra z  m iejsca p o l i l in k e ra  
(ang. po ly linker  site), p o z w a la ją c e g o  na  w k lo n o w a n ie  
o b ce g o  g e n u  [71, 72], P la z m id y  te są tak  z a p r o je k 
to w an e ,  że z r e k o m b in o w a n e  w irusy  m o g ą  być r o z r ó ż 
n io n e  o d  rodzic ie lsk ich  za p o m o c ą  m e to d  selekcji 
p o zy ty w n e j  lub  nega tyw nej  d la  f e n o ty p u  k in a zy  tym i-  
d y la n o w e j  (TK ) [67, 71-73], selekcji za  p o m o c ą  a n 
ty b io ty k u  [73],  czy też w o p a r c iu  o ekspres ję  /F g a la k -  
to z y d a z y  [71, 72],

D ru g i  e tap ,  h o m o lo g ic z n a  r e k o m b in a c ja ,  n as tęp u je  
p o  t ransfekcji  k o m ó r e k ,  k tó re  wcześniej zos ta ły  z a in 

fek o w an e  „ d z ik im ” szczepem  vaccinii.  R e k o m b in a c ja  
ta w y s tę p u je  n a tu ra ln ie ,  a z reguły  ok. 0 ,1 %  w iru só w  
p o to m n y c h  za w ie ra  w sw o im  g e n o m ie  inse rt  [74].

A by  d o k ła d n ie j  p rześ ledz ić  s p o s ó b  u z y s k iw a n ia  zre- 
k o m b in o w a n e g o  w iru sa  za łóżm y , że w e k to r  zaw iera  
kase tę  ek s p re sy jn ą  z n a jd u ją c ą  się p o m ię d z y  d w o m a  
f ra g m e n ta m i  najczęściej w y k o rz y s ty w a n e g o  d o  tego 
celu g enu  k in a zy  ty m id y lan o w e j  (T K )  [71, 72], P o 
p rzez  w staw ien ie  k ase ty  gen ten  s ta je  się n ieczynny ,  
za te m  w e k to r  p o s ia d a  f e n o ty p  T K  0  O p r ó c z  p r o m o t o 
ra  p7.5 i miejsc d la  e n z y m ó w  res t ry k c y jn y ch ,  gdzie 
w s ta w io n y  z o s ta ł  insert ,  k a s e ta  p o s ia d a  t a k ż e  d rug i 
p r o m o to r ,  np. d la  g e n ó w  p ó ź n y c h  ( p i l )  za w ie ra jąc y  
gen L acZ  [71, 72], P o  infekcji k o m ó r e k  „ d z ik im ” 
szczepem  w iru sa  o feno typ ie  T K  +, n a s tę p u je  t ransfek -  
cja w e k to re m  T K “ . W  czasie n a m n a ż a n ia  się w iru sa  
w cy to p laz m ie ,  d o c h o d z i  d o  z jaw isk a  p o d w ó jn e g o  
c ro ss ing -ove r ,  a więc h o m o lo g icz n e j  r e k o m b in a c j i  p o 
m iędzy  se g m e n ta m i  g en u  T K  w e k to r a  i w iru sa .  W ten 
s p o só b  n a s tę p u je  w b u d o w a n ie  k a se ty  ek sp resy jne j  do  
g e n o m u  w irusa .  W iru sy  z r e k o m b in o w a n e ,  o feno typ ie  
T K “ są s e le k c jo n o w a n e  w k o m ó r k a c h  p o s ia d a ją c y c h  
ta k ż e  f e n o ty p  T K “ i ro sn ą c y c h  w p o ż y w c e  z d o d a t 
k iem  to k sy c z n e g o  a n a lo g u  ty m id y n y  5 - b r o m o d e o k -  
sy u ry d y n y  (ang. 5-brom odeoxyurid ine:  B rdU ).  B ro m o -  
d e o k s y u ry d y n a ,  fo s fo ry lo w an a  przez  T K ,  p o  w b u d o 
w a n iu  d o  g e n o m u  w iru sa  h a m u je  w zro s t  n ie z re k o m -  
b in o w a n y c h  w iru só w  o feno typ ie  T K  + .

Z a s to s o w a n ie  genu  L ac Z  p o z w a la  n a  iden ty f ikac ję  
p o ż ą d a n y c h  r e k o m b i n a n tó w  T K  , L a c Z + o d  s p o n 
ta n icz n y ch  m u ta n tó w  T K  [71, 72], W  pożyw ce  
ag a ro zo w e j  zaw iera jące j  B rdU  o r a z  X-gal,  z r e k o m 
b in o w a n e  w irusy  L a c Z  + , a więc te, w k tó r y c h  p r z y p u 
szczalnie  będzie  się rów n ież  z n a jd o w a ł  g en - in se r t ,  d a ją  
k o lo n ie  k o lo r u  n ieb iesk iego , w o d r ó ż n ie n iu  o d  b ia łych  
ko lon i i  s p o n ta n ic z n y c h  m u ta n tó w  T K “ . W reszcie,  
o s ta te c z n a  iden ty f ikac ja  p o ż ą d a n y c h  k lo n ó w  m oże  
n a s tą p ić  p rzy  użyciu  in nych  m e to d ,  np. im m u n o -  
p recyp itac ji  [70],

III-3. Bezpośrednia ligacja insertu do genomu 
wirusa

O p r ó c z  s p o s o b u  u z y s k iw a n ia  z r e k o m b in o w a n y c h  
w iru só w  vacc in ia ,  o p is a n e g o  pow yżej,  r o z w in ię to  m e 
tody ,  w k tó r y c h  g en - in se r t  liguje się b e z p o ś r e d n io  d o  
g e n o m u  w irusa ,  a n a s tę p n ie  u z y s k a n y  D N A  w p r o w a 
d za  się d o  k o m ó r e k  wcześniej z a k a ż o n y c h  p o m o c 
n iczym  w irusem , k tó re g o  ro la  p o le g a  n a  d o s ta rc z e n iu  
e n z y m ó w  o r a z  c z y n n ik ó w  wczesnej t r a n sk ry p c j i ,  
w p ro w a d z a n y c h  raz em  z w ir io n em  d o  k o m ó r k i  p o d 
czas infekcji. P o n a d to ,  z a s to s o w a n e  m e to d y  p o z w a la ją  
w y e l im in o w ać  p roces  r e k o m b in a c j i  h o m o lo g ic z n e j  
w celu u z y s k a n ia  z r e k o m b in o w a n y c h  w iru s ó w  p o t o m 
nych  co w iąże się z w iększą  w y d a jn o śc ią .

S c h e i f l i n g e r  F. i w s p .  [7 5 ]  s k o n s t ru o w a l i  
z r e k o m b in o w a n e  w irusy  vacc in ia  za  p o m o c ą  d w ó c h  
sp o so b ó w ,  w o b u  w y k o rz y s tu ją c  j a k o  w irus  p o m o c 
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niczy w irus  o sp y  d r o b iu  (ang. fo w lp o x ) ,  w y ró ż n ia ją c y  
się tym , że (1) e fek tyw n ie  n a m n a ż a  się ty lk o  w k o m ó r 
kach  p tas ich  (w ty m  w y p a d k u  w f ib ro b la s ta c h  e m b 
r io n ó w  kurzych )  i (2) c h o c ia ż  m o ż e  in fekow ać  k o m ó r k i  
ssacze (CV-1), to  j e d n a k  cykl życ iow y nie je s t  w nich 
u k o ń c z o n y .  N a t o m i a s t  w irus  vacc in ia  nie je s t  aż tak  
og ran ic zo n y ,  jeżeli c h o d z i  o w y b ó r  k o m ó r k i - g o s p o d a -  
rza i w z a s to s o w a n y m  u k ła d z ie  n a m n a ż a ł  się z a r ó w n o  
w k o m ó r k a c h  p ta s ic h ,  j a k  i ssaczych. S tra te g ia  p o le g a 
ła n a  tym , że n a jp ie rw  w y iz o lo w a n o  D N A  w irusa  
vaccinii, p rze c ię to  go  e n z y m e m  res try k c y jn y m , p o s ia 
d a ją c y m  ty lko  j e d n o  m iejsce cięcia (np. Sm al lub  N o t l )  
w n ie is to tn y m  d la  cyk lu  życ iow ego  w iru sa  miejscu, 
a p o te m  p o łą c z o n o  z p rzec ię tym  ta k  s a m o  D N A  
inse rtu ,  k tó r y m  był gen m a rk e ro w y ,  fo sfo rybozy lo -  
t ra n s fe ra z a  g u a n in o w a ,  g p t  (ang. gpt-guan ine  phos-  
phor ibosy ltransferase ) z Escherichia coli , sp rzężo n y  
z p r o m o to r e m  p7.5. N a s tę p n ie ,  m ie sz an in ę  l igacyjną 
p o d a n o  d o  k o m ó r e k  (A) ssaczych  z a k a ż o n y c h  w irusem  
ospy  d r o b iu  i (B) p ta s ich ,  z a k a ż o n y c h  w iru sem  o spy  
d ro b iu .  W  p r z y p a d k u  (A) p r o d u k o w a n y  był ty lko  
p o to m n y  w irus  v acc in ia ,  k tó ry  z e b r a n o  i z a k a ż o n o  n im  
n a s tę p n e  k o m ó r k i  ssacze h o d o w a n e  w pożyw ce  se lek
cyjnej d la  gp t,  co  p o z w o li ło  zna leźć  k lo n y  z re k o m -  
b in o w a n e g o  w iru sa .  W  p r z y p a d k u  (B) p r o c e d u r a  by ła  
d łuższa ,  p o n ie w a ż  w p ta s ic h  k o m ó r k a c h  n a m n a ż a ły  się 
d w a  wirusy: fow lpox  i vaccin ia ,  k tó re  z e b r a n o  i z a k a ż o 
no  nimi k o m ó r k i  lu d z k ie  w celu w y e l im in o w a n ia  
w iru sa  p tas iego ,  a d o p ie r o  p o te m  s z u k a n o  r e k o m -  
b in a n tó w  w iru sa  vaccin ia .

W p o d o b n y m  e k s p e ry m en c ie ,  w k tó r y m  u ży to  g e n e 
tycznie z m o d y f ik o w a n e g o  D N A  w iru sa  vacc in ia  (m o 
dyfikac ja  p o le g a ła  n a  tym , że u n ik a ln e  miejsce t r a w ie 
nia  en z y m e m  N o t l  p rz e n ie s io n o  w miejsce b e z p o ś r e d 
nio  za o d p o w ie d n ik ie m  k o d o n u  s ta r t  g enu  T K ,  tak ,  że 
w s taw ien ie  o b c e g o  D N A  w to  m iejsce p o z w a la  na  
selekcję k lo n ó w  p o to m n y c h  o feno typ ie  T K  “ ), po  jego  
przecięciu  i łigacji z g en e m - in se r te m ,  w p r o w a d z a n o  
m ieszan in ę  l igacy jną  za p o m o c ą  t ran fekc ji  d o  k o m ó r e k  
ssaczych, z a k a ż o n y c h  wcześniej w iru sem  vacc in ia  ts42, 
czyli w raż l iw ym  n a  t e m p e r a tu rę ,  w a r u n k o w o  le ta lnym  
szczepem  w iru sa  [7 6 ] .  N a s t ę p n ie  h o d o w a n o  k o m ó r k i  
przez  d w a  dn i  w te m p e r a tu rz e  40 C. W  tej t e m 
p e ra tu rz e  szczep ts42  nie p ro w a d z i  rep likac j i  sw ojego  
D N A ,  an i  też r e k o m b in a c j i  h o m o lo g icz n e j ,  co p o 
zw oli ło  n a  u z y s k a n ie  w iru só w  p o to m n y c h  n ie zm u to -  
w an y ch ,  ty p u  d z ik ie g o  o r a z  z r e k o m b in o w a n y c h ,  k tó re  
później w y s e le k c jo n o w a n o .  W  kole jnej  p rac y  d o n ie s io 
no  o m o d y f ik a c ja c h  D N A  w iru sa  vaccin ia ,  p o z w a la j ą 
cych n a  b e z p o ś r e d n ie  w s ta w ien ie  g e n u - in se r tu  i ł a t 
w iejszą selekcję [7 7 ] ,  N o w o  s k o n s t r u o w a n y  D N A  
w iru sa  vacc in ia  p o s ia d a ł  d w a  u n ik a ln e  m ie jsca  cięć d la  
en z y m ó w  res t ry k c y jn y ch ,  N o t l  i A pal,  u m ie jsc o w io 
nych  p o m ię d zy  o d p o w ie d n ik ie m  d la  k o d o n u  s ta r t  
g en u  T K . P o z w a la  to  n a  u k ie r u n k o w a n ą  ligację, tzn. że 
k lo n y  p o to m n e  p o s ia d a j ą  insert  ty lk o  w jedne j  o r ie n 
tacji . D o d a tk o w o ,  p rze d  gen e m  d la  T K  w s ta w io n o  
silny p r o m o to r ,  j a k  p7.5.

Z a s to s o w a n ie  ligacji in vitro  f r a g m e n tu  D N A  do  
g e n o m u  w iru sa  p o zw o li ło  na  u ła tw ien ie  we w sta w ien iu  
d u ży c h  f ra g m e n tó w  D N A ,  w p o r ó w n a n iu  z m e to d ą  
re k o m b in a c j i  h o m olog iczne j .  N a jw ię k sz y  fragm en t ,  
ja k i  u d a ło  się w k lo n o w a ć  w ten  sp o só b ,  m ia ł  dł. 26 kpz, 
a delec ja  n ie is to tn y ch  re g io n ó w  w iru sa  v acc in ia  m oże  
jeszcze tą  d łu g o ść  zw iększyć [76],

IV. Zastosow anie zrekombinowanych wiru
sów vaccinia

IV-1. Ekspresja obcych genów w komórkach 
eukariotycznych

C zas  i s to p ień  ekspres ji  genu  w iru sa  v acc in ia  o k reś la  
w dużej m ie rze  „siła” je g o  p r o m o to r a .  W  p r z y p a d k u  
p r o m o to r ó w  g en ó w  w czesnych , ek sp re s ja  w ys tępu je  
p rzed  p o ja w ien ie m  się rozleg łych  efek tów  c y to to k sy c z -  
nych. O g ó ln ie  b io rąc ,  d uże  ilości p o ż ą d a n e g o  b ia łk a  są 
p r o d u k o w a n e ,  k iedy  d o  ekspres ji  uży te  są p r o m o to r y  
p ó ź n e  [73, 78], W p r o w a d z e n ie  m u ta c j i  d o  p r o m o to r a ,  
z a r ó w n o  w czesnego , j a k  i późn e g o ,  m oże  zw iększyć 
je g o  „siłę” [40, 61, 71],

Inne  podejśc ie  w y k o rz y s tu je  w y d a jność ,  „siłę” i sp e 
cyficzność p r o m o t o r a  p o l im eraz y  R N A  b a k te r io fa g a  
T 7  [79-81],  G e n  p o l im e ra z y  T7  w k lo n o w u je  się do  
w iru sa  vaccinia.  P o  infekcji k o m ó r e k  z r e k o m b in o w a -  
n y m  w irusem  n a s tę p u je  t ransfekc ja  p la zm id em ,  w k t ó 
rym  p o d  k o n t r o lą  p r o m o t o r a  d la  p o l im eraz y  T7 
z n a jd u je  się b a d a n y  gen. P o l im e ra z a  T7, p o c h o d z ą c a  
o d  z r e k o m b in o w a n e g o  w irusa ,  k o n t r o lu je  ekspres ję  
tego  genu . Z a m ia s t  p la z m id u  m o ż n a  użyć d ru g ieg o  
w irusa ,  d o  k tó re g o  w b u d o w a n y  zos ta ł  f ra g m e n t  z a 
w iera jący  p r o m o t o r  p o l im e ra z y  T 7  i d a n y  gen. E k s p r e 
sję b ia łk a  uzysku je  się w tedy  p o p rz e z  ró w n o c z e sn ą  
infekcję k o m ó r e k  o b y d w o m a  z r e k o m b in o w a n y m i  
w irusam i.

Z re k o m b in o w a n y  w irus  vacc in ia  p o z w a la  nie ty lko  
n a  u zy sk iw an ie  d u ży c h  ilości b ia łk a  przy  użyc iu  p r o 
m o to r a  p7.5 czy p r o m o t o r a  i p o l im e ra z y  T7, ale 
je d n o c z e śn ie  z a p e w n ia  m oż liw ość  m odyf ikac ji  p o t r a n -  
s lacy jnych  p r o d u k tu  b ia łk o w eg o ,  m.in. N -  i O -g l ik o zy -  
lację [82, 83], fosforylację  [84],  cięcia p ro teo l i ty cz n e  
[85, 86], t r a n s p o r t  d o  j ą d r a  [87 ]  i p rzez  b ło n ę  k o m ó r 
k o w ą  [88 ]  o r a z  w ydzie lan ie  [89].

IV-2. Badania odpowiedzi humoralnej i komór
kowej

P o  infekcji w irusow ej w o rg a n iz m ie  zw ie rzęcym  
p o ja w ia  się s p e k t ru m  przec iw cia ł  sk ie ro w a n y c h  p r z e 
c iw ko  k o m p o n e n to m  b ia łk o w y m  w irusa .  O k re ś le n ie  
je d n a k ,  k tó re  z nich  m a ją  w łaściw ości n eu t ra l iz u jąc e  
in fekcy jność  w iru sa  nie je s t  z a d a n ie m  ła tw ym . W  r o z 
w ią z a n iu  tego  z a d a n ia  m oże  p o m ó c  im m u n iz a c ja  
zw ie rzą t  z r e k o m b in o w a n y m  w irusem  vacc in ia ,  k tó ry  
j a k o  w ek to r ,  z a w ie ra  ty lk o  je d en ,  u lega jący  ekspresji ,  
gen d a n e g o  a n ty g e n u  w irusow ego .  P ode jśc ie  to  m oże

POSTĘPY B I O C H E M I I  4 4 ( 3 ) ,  1998 225http://rcin.org.pl



być szczególn ie  k o rz y s tn e  jeżeli b a d a n y  a n ty g e n  jest 
b ia łk ie m  b ło n o w y m , p o n ie w a ż  będz ie  on  p r e z e n to w a 
ny  w sp o só b ,  k tó ry  n a ś la d u je  n a t u r a l n ą  infekcję. 
S u ro w ic a  p o c h o d z ą c a  od  zw ie rzą t  szcz ep io n y c h  z rek o -  
m b in o w a n y m  w e k to re m  vac c in ia  z o s ta je  n as tęp n ie  
a n a l i z o w a n a  p o d  w zg lędem  zd o ln o śc i  neu tra l izac j i  
infekcji, in vitro  i lub  in vivo.

S zczep ien ia  żyw ym , z r e k o m b in o w a n y m  w irusem  
d o k o n u je  się z reguły  ś ró d sk ó rn ie .  W  ten  sp o só b ,  
u ró ż n y c h  g a tu n k ó w  zw ierząt ,  w y k a z a n o  p r o d u k c ję  
p rzec iw cia ł  n e u t ra l iz u jąc y ch ,  s k ie ro w a n y c h  m.in. p rz e 
c iw k o  b ia łk u  b ło n o w e m u  gp3 4 0  w iru sa  E pste ina-Bar-  
ra (u k ró l ik a )  [90],  g l ik o p ro te in ie  D  w iru sa  opryszczk i  
H erp e s  s im plex  (u myszy) [91 ] ,  o r a z  g l ik o p ro te in ie  
G  w iru sa  wściek lizny  (u m yszy , s z o p a  i lisa) [92-94],

D r u g a  część o d p o w ied z i  im m u n o lo g ic z n e j ,  o d p o 
w iedź  k o m ó r k o w a  o rg a n iz m u ,  w y k o rz y s tu je  g łów nie  
l im focy ty  c y to to k sy c z n e  (CD8), k tó r e  r o z p o z n a ją  obce  
a n ty g e n y  p r e z e n to w a n e  w p o łą c z e n iu  z g łó w n y m  c z y n 
n ik ie m  zg o d n o śc i  tk a n k o w e j  k lasy  p ierw szej (M H C -I) .  
B ia łka  w iru sow e,  p r o d u k o w a n e  w e w n ą t rz  z a in f e k o w a 
nej k o m ó r k i ,  u legają  częściowej hyd ro liz ie ,  a ich f ra g 
m e n ty  są n a s tę p n ie  e k s p o n o w a n e  n a  z e w n ą t r z  w fo r
m ie  p e p ty d ó w  w p o łą cz en iu  z M H C - I .  W  tak ie j pos tac i  
są  o n e  ro z p o z n a w a n e  j a k o  o b ce  a n ty g e n y  przez l im 
focy ty  c y to to k sy c zn e .  I zn o w u ,  p o d o b n ie  j a k  w p r z y p a 
d k u  o d p o w ie d z i  h u m o ra ln e j ,  użycie z r e k o m b in o w a n e -  
go  w e k to r a  vacc in ia  za w ie ra ją c e g o  p o je d y n c z y  gen, 
a lb o  n a w e t  f ra g m en t  g en u  o k r e ś lo n e g o  c z y n n ik a  in fek
cy jnego ,  p o m a g a  w z o r ie n to w a n iu  się. k tó r e  an ty g e n y  
o d p o w ia d a j ą  za zw ię k sz o n ą  a k ty w a c ję  l im focy tów  
c y to to k sy c z n y c h ,  a k tó re  p o z o s ta ją  „ b ie rn e ” . W u k ła 
dzie  in vitro  k o m ó r k i  a u to lo g ic z n e  lub  d o p a s o w a n e  
p o d  w zg lędem  M H C - I  infekuje się z r e k o m b in o w a n y m  
w e k to r e m ,  z a w ie ra jąc y m  b a d a n y  an ty g e n ,  z n a k u je  się 
r a d io a k ty w n y m  c h r o m e m  51 C r  i n a s tę p n ie  in k u b u je  
z l im fo c y tam i p o c h o d z ą c y m i  o d  z a in f e k o w a n e g o  zw ie
rzęcia  [95, 96].  S to p ień  a k ty w a c j i  k o m ó r e k  C D 8  
m ie rzy  się p o z io m e m  r a d io a k ty w n o ś c i  w pożyw ce, 
w p ro s t  p r o p o rc jo n a ln y m  d o  ilości k o m ó r e k  p r e z e n 
tu ją c y c h  b a d a n y  an ty g en ,  u s z k o d z o n y c h  w w yn iku  
d z i a ła n ia  l im focy tów  c y to to k sy c z n y c h .

S to su ją c  z r e k o m b in o w a n y  w irus ,  j a k o  w ek to r ,  do  
s ty m u lac j i  o d p o w ied z i  k o m ó r k o w e j ,  w a r to  je d n a k  
p a m ię t a ć  o tym , że im m u n iz o w a n e  zw ie rzę ta  w y 
s ta w io n e  są nie ty lk o  n a  b a d a n y  an ty g e n ,  ale rów n ież  
n a  a n ty g e n y  w iru sa  vaccinia ,  p rz e c iw k o  k tó r y m  także  
m o ż e  się ro zw in ą ć  o d p o w ie d ź  k o m ó r k o w a  [96-98],  
S tą d  m o ż e  po ja w ić  się k o n ie c z n o ść  użyc ia  innego  
ź r ó d ła  a n ty g e n u  d o  s tym ulac ji  in vitro  w y iz o lo w a n y c h  
k o m ó r e k ,  b ą d ź  k o m ó r e k ,  k tó r e  m a ją  p r e z e n to w a ć  ten 
a n ty g e n  j a k o  „cel” d la  l im focy tów  C D 8  [99].  J a k o  
a l t e r n a t y w a  m o ż e  służyć: in fekcja  k o m ó r e k ,  d o p a s o 
w a n y c h  p o d  w zg lędem  M H C - I ,  za p o m o c ą  w irusa ,  
z k tó r e g o  p o c h o d z i  d a n y  a n ty g e n ,  t r a n s fe k c ja  s ta ła  
p la z m id e m  ze s k lo n o w a n y m  g e n e m  k o d u ją c y m  ten 
a n ty g e n ,  lub  też użycie f ra g m e n tó w  a n ty g e n u  w postac i  
p e p ty d ó w  p o d a n y c h  d o  p o ż y w k i  [99],

O p is u ją c  o d p o w ie d ź  h u m o r a l n ą  i k o m ó r k o w ą ,  t r z e 
b a  ta k ż e  w sp o m n ie ć  o p r ó b a c h  użycia  z r e k o m b in o w a -  
n ych  w iru só w  vacc in ia  d o  szczepień  o c h r o n n y c h  z w ie 
rząt. W wielu p r z y p a d k a c h  efekt o c h r o n n y  zw ią z a n y  
je s t  z p o w s ta n ie m  przeciw ciał n eu t ra l iz u jąc y ch ,  s k ie ro 
w a n y c h  p rze c iw k o  b ia łk o m  p ła szcza  w irusa ,  k o d o w a 
nym  przez  gen- inser t .  N p .  d o b r ą  p ro tek c ję  o s ią g n ię to  
p rze c iw k o  w irusow i g rypy  ( influenza virus) i w iru so m  
in fek u jący m  d rog i  o d d e c h o w e  (ang. resp ira tory  s y n 
cy tia l  v iruses), u ży w a jąc  z r e k o m b in o w a n e  w iru sy  v a c 
cinia. p r o w a d z ą c e  eksp res ję  b ia łek  p o w ie rz c h n io w y c h  
u p rz e d n io  w y m ie n io n y c h  w iru sów , n a to m ia s t  r e k o m -  
b in a n ty  w iru sa  vaccinia,  k o d u ją c e  n u k le o p ro te in y ,  
w y k az y w a ły  s łaby  efekt o c h r o n n y  [100. 101], Użycie  
z r e k o m b in o w a n e g o  w iru sa  vaccin ia ,  z a w ie ra ją c e g o  
gen d la  b ia łk a  G  w iru sa  wścieklizny, d o  im m u n iza c j i  
lisów m e to d ą  d o u s tn ą ,  d o p r o w a d z i ło  d o  w y so k ie g o  
s to p n ia  o c h r o n y  tych  zw ie rzą t  p rzed  z a c h o r o w a n ie m  
[94],  O p r ó c z  tego, d o n ie s io n o  o p o lo w y m  z a s to s o w a 
niu  szczep ionk i p rze c iw k o  wściekliźnie , z łożone j ze 
z r e k o m b in o w a n e g o  w iru sa  vacc in ia  i r o z p r z e s t r z e n io 
nej w p rzynęc ie  z p o z y ty w n y m  s k u tk ie m  n a d  o b s z a r e m  
częs tego  w y s tę p o w a n ia  w ściek lizny  w ś ró d  k o jo tó w  
[102],  D o ty c h c z a s  u z y s k a n e  w ynik i  suge ru ją ,  że im- 
m u n iz a c ja  dz ik ich  zw ie rzą t  n a  sz e ro k ą  ska lę  m oże  być 
s k u te cz n a ,  tym  bardz ie j ,  że z r e k o m b in o w a n e  w irusy  
vacc in ia  p o s ia d a ją  wiele cech ty p o w y c h  d la  k o n w e n 
c jo n a ln y c h  szczep ionek ,  p r z y g o to w a n y c h  z żyw ych, 
o s ła b io n y c h  w irusów . P o n a d to ,  są one  e k o n o m ic z n e  
w p ro d u k c j i ,  ła tw e  w p rz e c h o w y w a n iu  o ra z  d y s t r y b u 
cji, a ta k ż e  e l im in u ją  p o te n c ja ln e  n ie b ez p iec ze ń s tw o  
p o w r o tu  d o  pełnej w irulencji.

V. Uwagi końcowe

R e zu l ta ty  b a d a ń  w sk az u ją ,  że z r e k o m b in o w a n y  
w irus  vacc in ia  ju ż  jest c e n n y m  na rz ęd z iem ,  s to s o w a 
nym  w im m u n o lo g i i  do św ia d cz a ln e j .  O d  p ew n e g o  
czasu  u w a g a  b a d a c z y  k o n c e n t r u je  się też n a  p o te n c ja l 
n ym  w y k o rz y s ta n iu  w iru sa  vacc in ia  o ra z  p o k re w n y c h  
w iru só w ,  j a k o  szczep ionk i w p ra k ty c e  w e te ry n a ry jn e j  
i w leczeniu ludzi [ p rz e g lą d  zob. 103],

D alsze  p e rsp e k ty w y  ro z w o ju  te chno log i i  w y k o rz y s 
tującej z r e k o m b in o w a n e  w irusy  vacc in ia  s tw a rz a ją  
p race  n a d  z m ia n a m i  b io lo g icz n y m i w irusa ,  u ła tw ia ją 
cym i k lo n o w a n ie  o b cy c h  g e n ó w  i p o z w a la ją c y m i  na  
zw iększen ie  ich ekspres ji  o ra z  w k ie ru n k u  zm n ie jszen ia  
c y to to k sy c z n o śc i  tego  w irusa .

Podziękowanie
Autor pragnie podziękować p. Agnieszce K o b i e 1 a k za 
cenną pomoc w przygotowaniu rycin.

A r ty k u ł  o tr zym a n o  6 lis topada 1997 r.
Z a a k c e p to w a n o  do druku  25 czerw ca 1998 r.

Piśmiennictwo

I. J e n  n e r  E (1959) W: C a m a c  C N B  (red) Classics of medicine 
and  surgery. Dover.  New York,  str  213-240 cyt wg [89]

226 POSTĘPY B I O C H E M I I  4 4 ( 3 ) ,  1998http://rcin.org.pl



2. B a x b y  D (1977). /  Infecí Oís 136:453-455
3. M o s s ’ B (1985) W: Fields BN. K n ipe  D M , C h a n o e k  RM.

M eln ick  JL , R o izm an  B, S hope  R E  (red) Virology Raven, New
York ,  s tr  685-704

4. M  a c k e 11 M , A r c h a r d L C (1979) J Gen Urol  45: 683-701
5. E s p o s i t o  J J, K n i g h t  J C (1985) Virology 143: 230-251
6. M o s s  B (1990) Annu Rev Biochem  59: 661-688
7. M o s s  B (1990) W: Fields BN, K n ipe  D M .  C h a n o e k  RM.

Melnick  JL, R o izm an  B, S hope  RE (red) Virology 1 h id  ed. Raven 
Press , Ltd.. N ew  York, str  2079-2111

8. B a r o u d y B M, V e n k a t e s a n  S. M o s s B (1982) Cell  28: 
315-324

9. G  a r o n C F ,  B a r b o s a  E. M o s s B (1978) Proc S a i l  Acad  
Sci U S A  75: 4863-4867

10. P a y n e  L (1978) J  Virol 2 7 :2 8 -3 7
11. P a y n e  L G  (1992) Virology 187: 251 -260
12. M a t h e w E. S a n d e r s o n  C M ,  E l o l l i n s h e a d  M . 

S m i t h  G  L (1998) ./ Virol 72: 2429-2438
13. D a l e s  S, K a j i o k a R (1964) Virology 24: 278-294
14. R o d r i g u e z  J F. P a e z E, E s t e b a n M (1987) J  Virol 61:

395-404
15. S t e r n  W,  D a l e s  S (1976) Virology 75: 232-241
16. T  w a r d z i k D R. B r o w n J P ,  R a n c h a l i s  J E ,  T o d a r o  

G  J, M o s s  B (1985) Proc N a t l  A cad  Sci U SA  82: 5300-5304
17. B u 11 e r R M , C h a k r a b a r t i  S. C o o p e r  J A.  T w a r -  

d z i k D  R, M o s s B (1988) J  Virol 62: 886-874
18. C h u n g  C  S, H  s i a o J C,  C h a n g  Y S, C  h a n g W (1998)

J  Virol 72: 1577-1585
19. J o k 11 k W K (1964) J  M o l  Bud  8: 263-276
20. H o l o w c z a k  J A  (1972) Virology 50: 216-232
21. J o k 1 i k W K (1964) J M o l  Biol  8: 277-288
22. J o k 1 i k W K .  B e c k e r  Y (1964) J  M o l  Biol 10: 452-474
23. S a l z m a n  N P  (1960) Virology 10: 150-152
24. M o s s B. A h n B - Y ,  A m e g a d z i e  B, G e r s h o n  P D,  

K e c k  J G  (1991) J  Biol Chem  266: 1355-1358
25. M o s s  B, S a l z m a n  N P  (1968). /  Virol 2: 1016-1027
26. P e n n i n g t o n  T  H (1974) J Gen Virol 25: 433-444
27. M u n y o n  W H, K i t S (1966) Virology 29: 303-306
28. K a t e s  J R ,  M c A u s l a n  B (1967) Proc N a t l  Acad Sci U SA  

57: 314-320
29. W e i  C M ,  M o s s  B (1975) Proc N a ll  A cad  Sci U SA  72: 

318-322
30. K a t e s  J, B e e s o n  J (1970) J  M o l  Biol  50: 19-23
31. I n k  B S ,  P i c k u p  D J  (1990) Proc N a tl  Acad Sci U SA  87: 

1536-1540
32. B r o y l e s  SS,  F e s l e r  B S  (1990) J  Virol 64: 1523-1529
33. B r o y l e s  S S, Y u e n L, S h u m a n S. M o s s B (1988)./  Biol 

Chem  263: 10754-10760
34. G e r s h o n  P  D, M  o s s B (1990) Proc N a l l  Acad Sci U SA  87: 

4401-4405
35. F lu  X, C a r r o l l  L J, W  o 1 f f e E J, M o s s B (1996)./  Virol 70: 

7669-7677
36. H u  X, W  o 1 f f e E J, W  c i s b e r g A S. C a r o 11 L J. M o s s 

B (1998) J  Virol 72: 104-112
37. M a r s  M,  B e a u d  G  (1987) J  M o l  Biol  198: 619-631
38. W e i r  J P, M o s s B (1987) Virology 158: 206-210
39. C o u p a r  B E, B o y 1 e D B. B o t h G  W (1987), /  Gen Virol 68: 

2299-2309
40. D a v i s o n  A J, M o s s B (1989) J  M o l  Biol 210: 749-769
41. Y u e n  L. M o s s B (1987) Proc N a t l  Acad Sci U SA  84: 

6417-6421
42. S h u m a n  S. M o s s B (1988) J  Biol Chem  263: 6220-6225
43. D e n g  L, S h u m a n S (1998) Genes Dev  12: 538-546
44. B a j s z a r  G,  W i 11 e k R. W  e i r J P.  M o s s  B (1983)7  Virol

45: 62-72
45. G  o 1 i n i F, K a t c s J R (1984) J  Virol 49: 459470
46. M o r g a n  J R ,  R o b e r t s  B E (1984) J  Virol 51: 283-294
47. V o s J C ,  S t u n n e n b e r g  H G  (1988) E M  BO J  7: 3487-3492
48. K e c k  J G.  B a 1 d i c k C J ,  M o s s  B (1990) Cell 61: 801-809
49. P o g o  B G  T, D  a 1 e s S (1969) Proc N a t l  Acad Sci U SA  63:

1297-1303
50. M c A u s l a n  B R, K a t e s J R (1967) Virology 33: 709-716
51. B a u e r  W R ,  R e s s n e r  E C ,  K a t e s  J, P a t z k e  J (1977) 

Proc N a t l  Acad Sci U SA  74: 1841-1845
52. M o s s  B, R o s e n  b l  u r n  E N ,  G a r o n  C F  (1973) Virology 

55: 143-156
53. K l e m p e r e r  N,  W a r d  J, E v a n s  E J r a k t m a n  P (1997)

J Virol 71: 9285-9294
54. P a t e l  D  D, P  i c k u p D J  (1987) E M  BO J  6: 3787-3794
55. B e r t h o 1 c t C. V a n M e i r E, t e n H e g g e 1 e r - B o r d i e r 

B. W i t t e k  R (1987) 50: 153-162
56. K e c k  J G.  K o v a c s G  R.  M o s s  B (1993) J Virol 67: 

5740-5748
57. W r i g h t  C F.  C o r o n e o s  A M  (1993) J Virol 67: 7264-7270
58. W r i g h t  C F,  H u b b s A E ,  G u n a s i n g h  e S K.  O s w a l d  

B W (1998) ./ Virol 72: 1446-1451
59. C o o p e r  J A.  W i t t e k  R, M o s s B (1981) J Virol 39: 733-745
60. M a h r  A,  R o b e r t s  B E  (1984) J  Virol 49: 510-520
61. D a v i s o n  A J. M o s s B (1989) J  M o l  Biol 210: 771-784
62. R o s e 1 J L. E a r 1 P L, W e i r J P. M o s s B (1986) J Virol 60: 

436- 439
63. H a n g g i M, B a n n w a r t h W, S t u n n e n b e r g  H G (1986) 

E M  BO J  5: 1071-1076
64. S m i t h  C A.  S m i t h T  D,  S m o I a k P  J, F r i e n d D,  H a 

g e n  H,  G e r h a r d  M.  P a r k L. P i e k u p D J ,  T o r r a n c e  
D,  M o h l e r  K.  S c h o o l  e y  K.  G o o d w i n  R G  (1997) 
Virology 236: 316-327

65. I c h i h a s h i Y (1996) Virology 217: 478-485
66. W e i r  J P, M  o s s B (1984) J Virol 51: 662-669
67. M a c k e 11 M. S m i t h G  L. M o s s B (1984) J Virol 49: 

857-864
68. C o c h r a n  M A.  P u c k e t t  C.  M o s s  B (1985) , /  Virol 54: 

30-37
69. Y u e n  L, M o s s B (1987) Proc N a t l  Acad Sci  USA 84: 

6417-6421
70. E a r l  P L .  H u  g e n  A W .  M o s s  B (1990) ./ Virol 64: 

2448-2451
71. D a v i s o n  A J, M o s s B (1990) N uc l  Acids Res  18: 4285-4286
72. C h a k r  a b a r t i  S . B r e c h l i n g  K . M o s s  B (1985) M o l Cell 

Biol 5: 3403-3409
73. F a 1 k n e r F  G ,  M  o s s B (1988) J Virol 62: 1849-1854
74. M o s s  B (1991) Science  252: 1662-1667
75. S c h e i f l i n g e r  F.  D o r n e r  F, F  a 1 k n e r F G  (1992) Proc  

N atl  Acad Sci U S A  89: 9977-9981
76. M e r c h 1 i n s k y M, M o s s  B (1992) Virology 190: 522-526
77. M e r c h l i n s k y  M . E c k e r t  D,  S m i t h  E, Z a u d e r e r  

M (1997) Virology 238: 444-451
78. P a t e l  D D,  R a y C A.  D  r u c k e r  R P, P  i c k u p D J (1988) 

Proc N a t l  A cad Sci U S A  85: 9431-9435
79. F  u e r s t T  R. E a  r 1 P L, M o s s B (1987) M ol Cell Biol 7: 

2538-2544
80. F u c r s t  T R . M o s s  B (1989) ,/ M ol Biol 206: 333-348
81. F u c r s t  T  R. N i 1 e s E G, S t u d i e r F  W, M o s s B (1986) 

Proc N a tl  A cad Sci U S A  83: 8122-8126
82. B a l l  L A ,  Y o u n g  K K - Y ,  A n d e r s o n  K.  C o 11 i n s P L ,  

W e r t z  G  W (1986) Proc N a t l  Acad Sci U SA  86: 246-256
83. E 1 a n g o N, P r i n c e  G  A,  M u r  p h y BR,  V e n k a t e s  a n

S. C h a n o e k  R M. M o s s B (1986) Proc N a t l  Acad Sci U S A  
83: 1906-1910

84. G u y  B, K i e n y M  P,  R i v i e r e Y (1987) Nature  (Lond) 330: 
266-269

85. C h a k r a b a r t i  S, R o b e r t - G u r o f f  M.  W o n g - S t a a l  
F,  G a l l o  R C,  M o s s  B (1986) N ature  (Lond) 320: 535-537

86. R i c e  C M ,  F r a n k e  C A,  S t r a u s s  J H,  H r u b y  D E  
(1985) ./ Virol 56: 227-239

87. S m i t h  G L .  L e v i n  J Z.  P a l  e s c  P. M o s s  B (1987) 
Virology 160: 336-345

88. S t e p h e n s  E B, C o m p a n s  R W, E a r 1 P. M o s s B (1986) 
E M  BO J  5: 237-245

89. S m i t h  G  L, M a c k e 11 M. M o s s B (1983) N ature  (Lond)  
302: 490-495

90. M a c k c t t  M,  A r r a n d  J R (1985) E M  BO J  4: 3229-3234
91. C r e m e r  K J, M a c k e 11 M, W o h 1 e n b e r g C. N o t k i n s 

A L. M o s s  B (1985) Science  228: 737-740
92. E s p o s i t o  J, B r e c h 1 i n g K, B a e r G. M o s s B (1987) 

Virus Genes  1: 7-21
93. R u p p r e c h t C E ,  W i k t o r T J ,  J o h n s t o n  D H,  H a m  i r 

A N ,  D i e t z  s c h o l d  B, W  u n n e r W H ,  G l i c k m a n  L T. 
K o p  r o w s k i H (1986) Proc N a t l  A cad Sci U SA  83: 7947-7950

94. B 1 a  n c o u J. K i e n y M P. L a t h e R. L e e o c q  J P.  P  a s - 
t o r e t P P ,  S o u l e b o t  J P ,  D e s m e t t r e  P (1986) N ature  
(Lond)  322: 373-375

95. M c M i c h a e l  A J. M i  c h i e. C  A.  G  o t c h F  M,  S m i t h  
G  L. M o s s B (1986) J Gen Virol 67: 719-726

POSTĘPY B I O C H E M I I  4 4 ( 3 ) ,  199 8 227http://rcin.org.pl



96. B e n n i n k J R, Y e w d e 11 J W. S m i t h J W, M o 11 e r C. 100.
M o s s  B (1984) Nature  (Lond)  311: 578-579

97. A n d r e w M E ,  C o u p a r  B E H, A d a G  L, V o y 1 e D B 101.
(1986) Microbial  Pathol  1: 443-452

98. Y e w d e l l  J W ,  B e n n i n k  J R ,  S m i t h  G L ,  M o s s  B (1985) 102. 
Proc N a t l  Acad Sci U SA  82: 1785-1789

99. B e n n i n k  J R ,  Y e w d e l l  J W  (1990) Curr Top Microbiol  
Immunol  163: 153-184 103.

A n d r e w  M E ,  C o u p a r  B E H, B o y 1 e E) B (1989) Im 
munol Cell Biol  67: 331-337
K i n g  A M.  S t o 11 EJ ,  L a n g e r  S J, Y o u n g K K,  B a 11 
LA,  W e r t ?  G  W (1987) J Virol 61: 2885-289(f  
F e a r n e y h o u g h  M G ,  W i l s o n  P J, C l a r k  K A. 
S m i t h  D R . J  o h  n s t o  n D  H,  H i c k s  B N, M o o r e  G  M 
(1998) J A m  Vet M ed  Assoc  212: 498-502 
P  a o 1 e 11 i E (1996) Proc N a t l  Acad Sci U S A  93: 1 1349-1 1353

Regulacja ekspresji genu syntazy tymidylanowej 

Regulation of thymidylate synthase gene expression

M A G D A L E N A  D Ą B R O W S K A *
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Wykaz stosowanych skrótów: cdk — kinazy cyklinozależne; 
D H FR  reduktaza dihydrofolianowa; D1694— N 10-mety-
lotiofenowa pochodna 2-dezamino-5,8-dideazafolianu; E2F, 
Spl, Ets — czynniki transkrypcyjne; IRE-BP — (iron respon
sive element — binding protein); PCNA — jądrowy czynnik 
komórek proliferujących; Rb, p53 — białka supresorowe; 
RT:PCR — (reverse transcription.polymerase chain reaction): 
TS — syntaza tymidylanowa.

I. Wstęp

S y n ta z a  ty m id y la n o w a  [ E C  2.1.1.45] k a ta l izu je  r e a 
kcję m ety lac ji  pozycji  C5 p ie rśc ien ia  p i ry m id y n o w e g o  
d U M P ,  z a c h o d z ą c ą  w w y n ik u  p rzen ies ien ia  i redukc ji  
g r u p y  h y d ro k sy m e ty lo w e j  N 5-10- m e ty le n o te t r a h y d r o -  
fo lianu, z j e d n o c z e s n y m  w y tw o rz e n ie m  d ih y d ro fo l ia n u  
i d T M P  [1] ,  R e ak c ja  ta  s ta n o w i  w k o m ó r c e  je d y n e  
ź ró d ło  b io syn tezy  de novo  d T M P ,  k tó ry  jes t  n as tę p n ie  
fo s fo ry lo w an y  k o le jn o  d o  d T D P  i d T T P ,  b ęd ą ce g o  
s u b s t r a te m  p o l im e ra z y  D N A  [2],  Inh ib ic ja  a k t y w n o 
ści sy n ta zy  ty m id y la n o w e j  p ro w a d z i  d o  z a h a m o w a n ia  
p o d z ia łó w  k o m ó r e k ,  d la te g o  też enzym  ten  w y k o rz y s 
ty w a n y  jes t  j a k o  d o ce lo w y  w c h e m io te ra p i i  [3-5] ,

R egu lac ja  ekspres ji  d o w o ln e g o  e u k a r io ty c z n e g o  ge-

* Mgr, Zakład Biochemii Komórki, Instytut Biologii D o 
świadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 
Warszawa

nu  k o d u ją c e g o  b ia łko  e n z y m a ty c z n e  z a c h o d z ić  m oże  
na  e tap ie  t ran sk ry p c j i ,  o b r ó b k i  p ie rw o tn e g o  tran s -  
k r y p tu  i t r a n s p o r tu  m R N A  d o  c y to p la z m y ,  t rans lac ji  
o ra z  regulacji  a k ty w n o ś c i  b ia łk a  en z y m a ty c z n e g o .  
I s to tn a  m oże  być także  s ta b i ln o ść  t r a n s k r y p tu  i b ia łk a  
(Rye. 1) [6, 7], R eg u la c ja  ekspres ji  g en u  syn tazy  
ty m id y la n o w e j  w k o m ó r k a c h  ssaczych  z a c h o d z i  g łó w 
nie n a  e tap ie  o b r ó b k i  p ie rw o tn e g o  t r a n s k r y p tu  i t r a n s 
lacji [8, 9], T a k ż e  a k ty w n o ś ć  e n z y m a ty c z n a  syn tazy  
ty m id y lan o w e j  m oże  p o d le g a ć  regu lac ji  za leżnej od  
a k ty w n o ś c i  p o l im e ra z y  D N A ,  a z a c h o d z ą c e j  p r a w 
d o p o d o b n ie  za p o ś re d n ic tw e m  n u k le o ty d ó w  ty m in o -  
w ych  [2].

II. Poziom syntazy tymidylanowej a aktyw
ność proliferacyjna komórki

K o re la c ję  w ysokie j a k ty w n o ś c i  sy n ta zy  ty m id y la n o 
wej z p ro c e sa m i  pro liferac ji  k o m ó r e k  w y k a z a n o  w w ie
lu u k ła d a c h  b io log icznych ,  w ty m  w w ą t r o b ie  reg e n e 
rującej i e m b r io n a ln e j  w p o r ó w n a n iu  z w ą t r o b ą  n o r 
m a ln ą ,  w szczurzej h e p a to m ie  o ra z  w ssaczych  k o m ó r 
k a c h  p ra w id ło w y c h  i n o w o tw o ro w y c h  in vitro  [2],  
B a d a ją c  za leżność  a k ty w n o ś c i  sy n ta zy  ty m id y la n o w e j  
od  fazy cyk lu  k o m ó r k o w e g o  s tw ie rd z o n o ,  że w w yn iku  
s tym ulac ji  w z ro s tu  m ysich  f ib ro b la s tó w  a k ty w n o ś ć
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Ryc. 1. Sześć p o z io m ó w  regulacji  eks
presji genu  e uka r io tycznego  
k o d u ją c e g o  b ia łko  e n z y m a ty 
czne [wg 6],

D N A
p r e - m R N A

JĄ D R O
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t r a n s k r y p c ja
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a k ty w n o ś ć
e n z y m a ty c z n a

w łaśc iw a  e n z y m u  zw iększa  się zn aczn ie  w fazie S, 
a więc w ów czas ,  gdy za c h o d z i  rep l ik ac ja  D N A  [10], 
W  z s y n c h r o n iz o w a n y c h  m ysich  k o m ó r k a c h  b ia łacz-  
k o w y c h  in vitro  n a to m ia s t ,  a k ty w n o ś ć  w łaśc iw a  syn- 
tazy  ty m id y la n o w e j  je s t  s ta ła  i nie zależy od  fazy cyklu  
k o m ó r k o w e g o  [ U ] .  R o z b ie żn o ść  u z y s k a n y c h  w y n i
k ó w  jest  z a p e w n e  k o n se k w e n c ją  tego, że w p r z y p a d k u  
f ib ro b la s tó w  m ie rz o n o  a k ty w n o ś ć  sy n ta zy  ty m id y la 
now ej w fazie S p ierwszej po  w yjśc iu  k o m ó r e k  z fazy 
G 0, w p r z y p a d k u  zaś  k o m ó r e k  b ia ła c z k o w y c h  o z n a 
cz o n o  a k ty w n o ś ć  e n z y m u  w fazie S, n as tęp u jące j  po  
fazie G ,  ko le jn eg o  cyk lu  p o d z ia ło w e g o .  W  zak res ie  
regulacji  eksp res j i  ró ż n y c h  g e n ó w  faza S cyk lu  k o m ó r 
k o w e g o  w y s tę p u ją c a  j a k o  p ie rw sza  w k o m ó r k a c h  
p o d d a n y c h  s tym ulac ji  je s t  b o w iem  o d m ie n n a  od  faz S, 
k o le jn o  n a s tę p u ją c y c h  p o  sob ie  cykli p o d z ia ło w y c h  
[12, 13], E k sp re s ja  p o l im e ra z y  D N A  alfa i n d u k o w a n a  
jest  w fazie S p o  p rz e rw a n iu  s ta n u  s p o c z y n k u  k o m ó r e k ,  
je d n a k ż e  w fazach S k o le jnych  cykli p ro life racy jnych  
o b se rw u je  się je d y n ie  n ieznaczny  w zro s t  p o z io m u  
m R N A  i b ia łk a  e n z y m u  o r a z  je g o  a k ty w n o śc i .  U w a ż a  
się za te m ,  że ca łkow ic ie  o d m ie n n e  m e c h a n iz m y  k ie ru ją  
regu lac ją  ekspresji  g en u  p o l im e ra z y  D N A  alfa p rzy  
w c h o d z e n iu  w cykl o r a z  w k o m ó r k a c h  p r z e c h o d z ą 
cych ko le jne  cykle m i to ty c z n e  [14],  P o d o b n ie ,  p o m i 
m o  1 0 -k ro tn y c h  w a h a ń  p o z io m u  b ia łk a  sy n ta zy  ty m i 
d y la n o w e j  w y s tę p u jąc y ch  p o m ię d z y  fazam i S i G 2 
ko le jnych  cykli p o d z ia ło w y c h  lu d z k ich  k o m ó r e k  r a k a  
su tk a ,  1 0 -k ro tn y  w z ro s t  ilości m R N A  e n z y m u  w y 
s tępu je  ty lko  w pierw szej p o  sy n c h ro n iz ac j i  w z ro s tu  
k o m ó r e k ,  fazie S [15].  B a d a n ia  p o z io m u  b ia łk a  sy n 
tazy  ty m id y la n o w e j  w ró ż n y c h  fazach  cyk lu  lu dzk ich  
k o m ó r e k  n o w o tw o ro w y c h  w h o d o w li  a s y n ch ro n icz n e j  
w ykazały ,  że enzym  ten  nie w ystępu je  jedyn ie  w k o m ó r 
k a c h  b ę d ą c y c h  w konfluenc ji ,  a więc w fazie G 0 cyklu. 
N iew ie lk ie  różn ice  w p o z io m ie  tego  e n z y m u  w y s tę p u ją  
m iędzy  fazam i G 0/ G j ,  S, G 2/ M  cyklu ,  z n a cz ąc e  zaś 
m iędzy  k o m ó r k a m i  b ę d ą c y m i w fazie w z ro s tu  w y k ła d 
niczego  (38 -60%  k o m ó r e k  w fazie S) i w konfluenc ji  
(5 -10%  k o m ó r e k  w fazie S) [16] .  M o ż n a  więc p r z y p u 
szczać, że ta k  j a k  w p r z y p a d k u  p o l im e ra z y  D N A  alfa 
o d m ie n n e  m o g ą  być m e c h a n iz m y  regulacji  ekspresji  
genu  sy n ta zy  ty m id y lan o w e j  po  p r z e rw a n iu  s ta n u  
sp o c z y n k u  i w k o m ó r k a c h  p rz e c h o d z ą c y c h  ko le jne  
cykle. P o w y ż sze  w yn ik i  w sk a z u ją  ró w n ież  n a  w y 
s tę p o w a n ie  kore lac ji  p o m ię d z y  z w ię k sz o n y m  p o z io 

m em  b ia łk a  sy n ta zy  ty m id y lan o w e j  i nie tyle fazą 
S cyk lu  k o m ó r k o w e g o ,  co p ro c e sa m i  pro liferac ji  [16 ].  
Ścisły zw iązek  p o m ię d z y  w y so k ą  a k ty w n o ś c ią  sy n ta zy  
ty m id y lan o w e j  a rep l ik ac ją  D N A  w y k a z a n o  w z s y n c h 
r o n iz o w a n y c h  m ysich  k o m ó r k a c h  b ia ła c z k o w y c h  h o 
d o w a n y c h  in vitro. Z a b lo k o w a n ie  syn tezy  D N A  
w dzie lących  się k o m ó r k a c h  p o w o d u je  z a h a m o w a n ie  
a k ty w n o ś c i  syn tazy  ty m id y lan o w e j  m ie rzonej in s i tu , 
n a to m ia s t  nie w yw ołu je  z m ia n y  a k ty w n o ś c i  właściwej 
en zy m u , m ie rzonej w w yc iągach  k o m ó r k o w y c h .  W y 
daje  się za tem , że in vivo w y so k a  a k ty w n o ś ć  sy n ta zy  
ty m id y lan o w e j  s p rz ę ż o n a  jes t  p rze d e  w szys tk im  z s y n 
tezą  D N A ,  k tó re j  z a b lo k o w a n ie  p ro w a d z i  d o  z a h a m o 
w a n ia  ak ty w n o ś c i  e n z y m u  p r a w d o p o b o d n ie  p rzez  
n a g r o m a d z a ją c y  się p r o d u k t  reakcji  [11, 17], Z a h a m o 
w an ie  a k ty w n o ś c i  r e d u k ta z y  ry b o n u k le o ty d o w e j ,  to -  
p o iz o m e ra z y  lub  p o l im e ra z y  D N A  alfa w y w o łu je  
inh ib ic ję  a k ty w n o ś c i  syn tazy  ty m id y la n o w e j  z a r ó w n o  
w m ysich  k o m ó r k a c h  b ia łac zk o w y c h ,  j a k  i w f ib rob las -  
tach  lu d z k ich  i ch o m icz y ch  [11, 17-19], A k ty w n o śc i  
e n z y m ó w  z a a n g a ż o w a n y c h  w b iosyn tezę  p r e k u r s o ró w 1 
(w tym  syn tazy  ty m id y lan o w e j)  i rep likac ję  D N A  
o k a z a ły  się ta k że  tw o rzy ć  k o m p le k s  e n z y m a ty c z n y  
w j ą d r a c h  ch o m iczy ch  f ib ro b la s tó w  b ęd ą cy c h  w fazie 
S, n a to m ia s t  nie w y s tę p u jąc y  w j ą d r a c h  k o m ó r e k  
b ęd ą cy c h  w fazie G 0/ G j  [20].  E w e n tu a ln e  zw ią z a n ie  
sy n ta zy  ty m id y lan o w e j  w k o m p le k s ie  m u l t ie n z y m a ty -  
cznym  s tw a rz a  m o ż liw o ść  in te rp re tac j i  m e c h a n iz m u  
sp rzężen ia  jej a k ty w n o ś c i  z rep l ikac ją  D N A ,  j a k o  
po le g a ją ce g o  n a  o d d z ia ły w a n ia c h  a l lo s te ry c zn y c h  p o 
m iędzy  e n z y m a m i w k o m p le k s ie  [19, 20],

W y s o k a  a k ty w n o ś ć  sy n ta zy  ty m id y la n o w e j  m o ż e  
być ta k że  u t r z y m y w a n a  w u k ła d a c h  nie p ro l i fe ru ją -  
cych, ja k im i  są n ie z a p ło d n io n e  ja ja  m u sz k i  o w o co w e j ,  
j e d w a b n ik a  m o r w o w e g o  i j e ż o w c a  [21-23].  W y d a je  się, 
że w ysok i p o z io m  tego  e n z y m u  jest w p r z y p a d k u  
n ie z a p ło d n io n y c h  ja j p rze jaw em  ich g o to w o śc i  d o  
ro zp o c zęc ia  p o d z ia łó w  [2 ] ,  W z ro s t  a k ty w n o ś c i  s y n 
tazy  ty m id y lan o w e j  w g ru cz o łac h  p rz ę d n y c h  j e d w a b 
n ik a  m o rw o w e g o  p o d c z a s  z a ch o d z ąc e j  w nich  poli-  
p lo idyzac ji  ją d e r ,  w sk az u je  n a to m ia s t  n a  m o ż liw o ść  
sp rzężen ia  ekspres ji  tego  e n z y m u  z syn tezą  D N A  
p o m im o  b r a k u  ak ty w n o ś c i  m ito ty czn e j  [22] ,  A k ty w 
n ość  sy n ta zy  ty m id y lan o w e j  p o r ó w n y w a ln a  z tą ,  j a k a  
w y s tę p u je  w regeneru jące j  w ą t r o b ie  szczu ra  u t r z y m u je  
się ta k że  w la rw a c h  m ię śn io w y c h  w ło śn ia  Trichinella
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spiralis , w o k res ie  gdy nie za ch o d z i  w nich  sy n te za  
D N A  i nie o b se rw u je  się ich w z ro s tu  [24].  M o ż e  być to 
p rz e ja w e m  g o to w o śc i  la rw  d o  ro zp o c zęc ia  in te n sy w 
n eg o  ro z w o ju  po  z a in fe k o w a n iu  n a s tę p n e g o  żywiciela, 
a m o ż e  mieć także  zw iązek  z d o ść  u n ik a ln ą  zd o ln o śc ią  
tych  la rw  d o  cofnięcia z ró ż n ic o w a n ia  k o m ó re k  m ię ś 
n io w y ch ,  w k tó ry c h  się os ied la ją ,  a n as tę p n ie  u t r z y m y 
w a n ia  ich n a  g ran icy  faz G 2/ M  cyklu  k o m ó r k o w e g o  
p rzez  cały czas sw ojego  w nich  b y to w a n ia  [25]. N ie  
m o ż n a  w ykluczyć,  że k o m ó r k i  w ciele la rw y  p o z o s ta ją  
p o d  w p ły w em  tych  s a m y ch  sy g n a łó w  co z a in fe k o w a n e  
w łó k n o  m ięśn iow e  [24],

III. Regulacja poziomu m RNA syntazy tymi- 
dylanowej w różnych fazach cyklu komór
kowego

W c ze sn e  b a d a n ia  zależnej od  cyk lu  k o m ó r k o w e g o  
regulacji  ekspres ji  g enu  sy n ta zy  ty m id y lan o w e j  w m y 
sich f ib ro b la s ta c h  d o p ro w a d z i ły  d o  w n io sk u ,  że w zro s t  
a k ty w n o ś c i  e n z y m u  w fazie S je s t  e fek tem  z w ię k 
sz o n e g o  p o z io m u  tr a n sk ry p c j i  genu  [10],  P rz y n a j 
m n ie j  częśc iow a k o n t r o l a  ekspres ji  n a  p o z io m ie  t r a n s 
k rypcji  w łaśc iw a jest in n y m  g e n o m  fazy S cyk lu  
k o m ó r k o w e g o ,  r e d u k ta z y  d ih y d ro fo l ian o w e j  [26, 27], 
k in a z y  ty m id y n o w e j  [28 -30 ]  i p o l im eraz y  D N A  alfa 
[14, 31], W u tr z y m y w a n iu  tej k o n t ro l i  i s to tn ą  ro lę  
k o o r d y n a c y jn ą  w y d a ją  się o d g ry w a ć  czynn ik i  t r a n s -  
k ry p c y jn e  ro d z in y  E 2 F ,  k tó ry c h  a k ty w n o ś ć  za leżna  
je s t  od  p r o d u k tu  g enu  s u p re s o ra  r e t in o b la s to m y ,  b ia ł 
ka  R b  (Ryc. 2), a ta k że  cyklin  i k in a z  za leżnych  od cyk lu

k o m ó r k o w e g o  [12, 32-35], W reg ion ie  p r o m o to r o w y m  
genu  mysiej sy n ta zy  ty m id y lan o w e j ,  s tw ie rd z o n o  w y 
s tę p o w a n ie  miejsca, m o g ą c e g o  p o te n c ja ln ie  w iązać  
czynn ik i  t r a n s k r y p c y jn e  E 2F ,  j e d n a k ż e  je g o  in a k ty w a -  
cja znosi ty lko  n ieznaczn ie  w ys tę p u jąc e  p o  s tym ulac j i  
w zros tu ,  zw iększenie  ilości m R N A  e n z y m u  [36],  T a k ż e  
k o tr a n s fe k c ja  c h o m icz y ch  f ib ro b la s tó w .  nie w y tw a r z a 
ją cy c h  w łasnej syn tazy  ty m id y lan o w e j ,  p la z m id e m  
ek sp re sy jn y m  k o d u ją c y m  b ia łk o  Rb w iążące  czynn ik i  
E 2 F  i p la z m id e m  z a w ie ra jąc y m  gen r e p o r te r o w y  p o d  
k o n t r o lą  p r o m o t o r a  genu  mysiej syn tazy  ty m id y la n o -  
wej, p o w o d u je  n ieznaczne  z a h a m o w a n ie  funkcji tego  
p r o m o t o r a  [37],  W y d a je  się za te m ,  że czynn ik i  E 2 F  nie 
o d g ry w a ją  is to tnej  roli w regulacji  ek spres ji  g en u  
mysiej sy n ta zy  ty m id y lan o w e j  [12, 36, 37], D la  lu d z 
kich k o m ó r e k  n o w o tw o r u  kości z a o b s e rw o w a n o ,  że 
p o z io m  sy n ta zy  ty m id y la n o w e j  za leżny  jes t  od  o b e c n o 
ści a k ty w n y c h  c z y n n ik ó w  t r a n s k r y p c y jn y c h  E 2 F  [38- 
-40], M o ż liw e  jes t  j e d n a k ,  że regu lac ja  ta  z a c h o d z i  za 
p o ś re d n ic tw e m  innych  cz y n n ik ó w ,  m o g ą c y c h  o d d z i a 
ływ ać z p r o m o to r e m  g enu  [37],  I s to tn e  d la  funkcji 
p r o m o t o r a  z a r ó w n o  mysiej ja k  i ludzkiej sy n ta zy  
ty m id y lan o w e j  w y d a ją  się być m ie jsca  r o z p o z n a w a n e  
przez czynn ik i  t r a n s k r y p c y jn e  Spl, a w p r z y p a d k u  g enu  
m ysiego  p r a w d o p o d o b n ie  także ,  p rzez  cz ynn ik i  Ets 
[36, 37, 41-43].  Sekw enc je  w ią z a n ia  tych  c z y n n ik ó w  
w y s tę p u ją  j e d n a k  w p r o m o to r a c h  wielu ssaczych  g e
nów , k tó ry c h  ek sp re s ja  nie zależy od  fazy cyklu  
k o m ó r k o w e g o .  Ich w pływ  za tem  na  s k o r e lo w a n ą  ze 
w z ro s te m  eksp res ję  sy n ta zy  ty m id y la n o w e j  m o ż e  być 
uza le żn io n y  od  o d d z ia ły w a ń  z in n y m i c z y n n ik a m i

c z y n n ik i
w z ro s to w e

s y n te z a
uszkodzen ia

DNA

Ryc. 2. Rola b ia łka  Rb w przejściu p u n k tu  g ran icznego  faz 
G j  S cyklu  k o m ó rk o w e g o  (na p ods ta w ie  dośw iadczeń  
na mysich i ludzkich  f ibroblas tach)  [wg 35].
P u n k t  g ran iczny  R cyklu  k o m ó rk o w e g o  decyduje  
o wejściu k o m ó rk i  w stan replikacji  i rozdziela  fazę G ,  
na fazę G , - p m  (post-mitosis),  k tórej przebieg  w y m ag a  
obecności  czynn ików  w zrostow ych  i na  fazę G  ,-ps (pre 
S-phase).  k tó ra  zachodz i  niezależnie od  ich obecności.  
Brak czynn ików  w zrostow ych  w fazie G , - p m  p o w o d u 
je wyjście k o m ó rk i  do  fazy G 0, z której  wejście tj. G , - c  
(G j-en try ) ,  d o  tego sam ego  p u n k tu  w G , - p m .  z k tó r e 
go nas tąp i ło  wyjście d o  G 0 , zachodz i  po upływie 
cS godz in  od p o d a n ia  czynn ików  w zrostow ych .  W p u n 
kcie g ran icznym  R zachodz i fosforylacja b ia łka  Rb 
przez k inazy zależne od  cyklu k o m ó rk o w e g o ,  cdk 4 6 
(zależne od  cykliny D) i nas tępn ie  przez cdk 2 (zależną 
od cykliny E). Fosfory lac ja  b ia łka  Rb p o w o d u je  u w ol
nienie czynn ików  transk ry p cy jn y ch  F 2 F  a k ty w u ją 
cych między innymi t r ansk rypc ję  genów, k odu jących  
enzym y związane  z replikacja  D N A . osiągające m a k 
sim um  ak tyw nośc i  w fazie S cyklu k o m ó rk o w e g o .
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[36 ].  P ó źn ie jsz e  b a d a n ia  w ykaza ły ,  że w w y n ik u  
s ty m u lac j i  w z ro s tu  m ysich  f ib ro b la s tó w  z n a c z n e m u  
w z ro s to w i  ilości m R N A  sy n ta z y  ty m id y lan o w e j  w fazie 
S cyk lu  k o m ó r k o w e g o  to w a rz y sz y  niewielki w zros t  
p o z io m u  tr a n sk ry p c j i  g enu  [44].  T a k ż e  w p r z y p a d k u  
p o b u d z o n y c h  d o  w z ro s tu  lu dzk ich  f ib ro b la s tó w  p o 
z iom  t r a n s k r y p c j i  g enu  sy n ta zy  ty m id y lan o w e j  p o z o s 
ta je  n ie zm ien io n y ,  p o m im o  o b s e rw o w a n e g o  w z ro s tu  
a k ty w n o ś c i  e n z y m u  [45],  Z a s u g e r o w a n o  więc, że w re 
gu lac ję  ilości m R N A  sy n ta zy  ty m id y la n o w e j  w k o m ó r 
k ac h  p ro l i fe ru jąc y ch  z a a n g a ż o w a n e  są m e c h a n iz m y  
p o s t t r a n s k ry p c y jn e .  W z ro s t  ilości m R N A  przy  n ie 
z m ie n io n y m  p o z io m ie  t r a n sk ry p c j i  genu  p o  s tym ulac ji  
w z ro s tu  k o m ó r e k ,  o b se rw u je  się ta k że  d la  innego  
b ia łk a  z a a n g a ż o w a n e g o  w p rocesy  syn tezy  D N A ,  
j ą d r o w e g o  cz y n n ik a  k o m ó r e k  p ro l i fe ru jących  P C N A .  
U w a ż a  się, że i s to tn ą  ro lę  o d g r y w a  tu  m iędzy  in n y m i 
w z ro s t  s ta b i ln o śc i  p ie rw o tn e g o  t r a n s k r y p tu  [46],  N ie  
w ia d o m o  je d n a k ,  czy ta k ż e  w p r z y p a d k u  syn tazy  
ty m id y la n o w e j  s ta b i ln o ść  p ie rw o tn e g o  t r a n s k r y p tu  
je s t  i s t o tn a  d la  regulacji  ekspres ji  genu.

O p o r n o ś ć  lu d z k ich  k o m ó r e k  r a k a  ja l i t a  g ru b e g o  na  
5 - f lu o ro u rac y l ,  b ę d ą cy  p r e k u r s o re m  silnego in h ib i to ra  
sy n ta z y  ty m id y la n o w e j  5 - f lu o r o - d U M P ,  jes t  efek tem  
w z ro s tu  ilości b ia łk a  en z y m u ,  czem u  nie to w arz y szy  
w zro s t  ilości m R N A  [47 ],  T a k ż e  w p r z y p a d k u  lu d z 
kich , z a r ó w n o  n o r m a ln y c h  ja k  i n o w o tw o ro w y c h  
k o m ó r e k  n a b ł o n k a  g ru c z o łu  m lecznego ,  d z ia ła n ie  in 
vitro  i n h ib i to r a  sy n ta zy  ty m id y la n o w e j  D l 694 ( b ę d ą 
cego  c h in a z o l in o w ą  p o c h o d n ą  N :i l<)-m e ty le n o te t r a -  
h y d ro fo l ian u ) ,  p o w o d u je  10-40 -k ro tny  w zros t  ilości 
b ia łk a  e n z y m u  przy  stałej ilości je g o  m R N A .  Z a h a m o 
w an ie  t r a n s k ry p c j i  nie p o w o d u je  z m ia n y  p o z io m u  ani 
m R N A  ani b ia łk a  en z y m u .  Je d nocześn ie ,  w o b ecn o śc i  
D l 694 sy n c h ro n ic z n ie  dzie lące  się k o m ó r k i  nie w y k a 
zu ją  za leżnych  o f  faz cyk lu  k o m ó r k o w e g o  oscylacji 
ilości b ia łk a  sy n ta zy  ty m id y lan o w e j .  E n zy m  ten  ulega 
k o n s ty tu ty w n e j  ekspresji  na  p o z io m ie  w yższym  niż 
w k o m ó r k a c h  nie p o d d a n y c h  d z ia ła n iu  in h ib i to ra  
[15 ].  P ow y ż sze  w ynik i  w sk az u ją ,  że m e c h a n iz m y  p o 
s t t r a n s k ry p c y jn e  o d p o w ie d z ia ln e  są za w zro s t  p o z io 
m u  sy n ta z y  ty m id y la n o w e j  w fazie S o ra z  za n a d a n ie  
o p o rn o śc i ,  j a k ą  w y k a z u ją  k o m ó r k i  po  k r ó tk o t r w a ły m  
d z ia ła n iu  in h ib i to ró w  e n z y m u  5 -f lu o ro u rac y lu  i D 1694 
[15, 47],  T a k ż e  d łu g o t r w a ła  (k i lkum ies ięczna)  e k s 
p o zy c ja  k o m ó r e k  n a  f lu o ro d e z o k s y u ry d y n ę  (p re k u rs o r
5 - f lu o r o - d U M P )  o s tężen iach  s to p n io w o  z w ię k sz a 
nych ,  p ro w a d z i  d o  n a b y c ia  o p o r n o ś c i  w yn ika jące j  
z n a d p r o d u k c j i  b ia łk a  enzym u . U p o d s ta w  tej o p o r n o 
ści m o ż e  leżeć j e d n a k  a m p lif ik ac ja  genu  sy n ta zy  ty m i
d y la n o w e j  [48, 49],

P ó ło k re s  t r w a n ia  m R N A  syn tazy  ty m id y lan o w e j  
w m ysich  f ib ro b la s ta c h  b ęd ą cy c h  z a r ó w n o  w s tan ie  
s p o c z y n k u  ja k  i p o b u d z o n y c h  d o  w zros tu ,  je s t  zb l i
ż o n y  i w ynosi  o d p o w ie d n io  9 i 7 godzin .  W z ro s t  
p o z io m u  sy n ta zy  ty m id y la n o w e j  w fazie S cyk lu  nie 
je s t  więc e fek tem  w z ro s tu  s tab i lnośc i  m R N A  e n z y m u  
[44 ] .  P o d o b n ie  dzieje się w p r z y p a d k u  k o m ó r e k

n a b ł o n k a  g ru cz o łu  m lecznego  w w a r u n k a c h  d z i a ła n ia  
D l 694 [15].

S y n ta z a  ty m id y la n o w a  należy d o  bia łek  o s t r u k tu r z e  
silnie k o n se rw o w a n e j  w to k u  ew olucji  [1, 50], Z g o d 
n o ść  sekwencji  a m in o k w a s o w e j  e n z y m u  lu d z k ie g o  
i m ys iego  sięga 9 0 %  [51].  W  o b y d w ó c h  p r z y p a d k a c h  
g eny  k o d u ją c e  ten en z y m  za w ie ra ją  6 in t r o n ó w  [52, 
53]. N a  p o d s ta w ie  d o św ia d cz eń ,  w k tó ry c h  mysie 
f ib ro b la s ty  t r a n s f e k o w a n o  k o n s t r u k ta m i  z a w ie r a ją c y 
m i o k re ś lo n e  egzony, in t ro n y  i sekw encje  p rz y le g a ją ce  
d o  genu  mysiej syn tazy  ty m id y la n o w e j  s tw ie rd z o n o ,  że 
d la  w y s tą p ien ia  w z ro s tu  ilości m R N A  e n z y m u  w fazie 
S cyk lu  k o m ó r e k  p o d d a n y c h  s tym ulac ji ,  i s to tn a  je s t  
o b e c n o ść  sekw encji  p r o m o to r o w e j  o ra z  p ra w id ło w e g o  
p rze b ieg u  p rocesu  w ycięcia p rz y n a jm n ie j  j e d n e g o  in- 
t ro n u .  W a ż n a  w yda je  się być nie tyle se k w e n c ja  
in t ro n u ,  co p roces  s k ła d a n ia  m R N A  [54, 55]. P o d o b 
nie. w p r z y p a d k u  ludzkiej sy n ta zy  ty m id y la n o w e j  
in d u k c ja  ekspresji  m R N A  i b ia łk a  e n z y m u  w fazie 
S n a s tę p u je  w ów czas ,  gdy  o b e c n a  jest  s e k w e n c ja  
p r o m o t o r o w a  g enu  i in t r o n  1 [56],  O d d z ia ły w a n ia  
w y s tę p u ją c e  p o m ię d z y  reg io n em  p r o m o to r o w y m  g en u  
i co n a jm n ie j  j e d n y m  in t r o n e m  w a r u n k u ją  z a te m  
eksp res ję  syn tazy  ty m id y lan o w e j ,  s k o r e lo w a n ą  ze 
w z ro s te m  k o m ó r e k .  N ie  w yk lucza  się ta k ż e  w s p ó ł 
udz ia łu  in nych  c z y n n ik ó w  b ia łk o w y c h  [8, 57]. O b e c 
ność  in t ro n ó w ,  p o m im o  tego, że nie w a r u n k u je  e k s 
presji b ia łka ,  m a  ta k ż e  w pływ  na  p o z io m  m R N A  
w s p o m n ia n e g o  pow yżej P C N A  z a r ó w n o  w fazie G 0 
j a k  i po  s tym ulac ji  w zro s tu  k o m ó r e k  [58],

IV. Autoregulacja translacji mRNA syntazy 
tymidylanowej

N a  regulację  ekspres ji  ludzkiej sy n ta zy  t y m i d y la n o 
wej z a c h o d z ą c ą  na  e tap ie  trans lac ji ,  w s k a z y w a ło  w y 
s tę p o w a n ie  t rzech  ta n d e m o w y c h  p o w tó rz e ń  o d ługośc i  
28 n u k le o ty d ó w ,  w nie u le g a ją cy m  trans lac ji  r eg ion ie  5' 
[59, 60]. P o w tó rz e n ia  te m o g ą  tw o rzy ć  trzy  w z a je m n ie  
p rz e m ie n n e  i ene rge tyczn ie  s tab i lne  s t r u k tu r y  d r u g o -  
rzę d o w e  (Ryc. 3), k tó ry c h  o b e c n o ść  w p ły w a  h a m u ją c o  
n a  p o z io m  ekspresji  enzym u . Z o s ta ło  to  s tw ie rd z o n e  
d la  m ysich  k o m ó r e k  nie w y tw a rz a ją c y c h  w ła s n e g o  
e n z y m u ,  s t r a n s fo r m o w a n y c h  p la z m id a m i  z a w ie r a ją c y 
mi c D N A  ludzkiej sy n ta zy  ty m id y lan o w e j  o r a z  różne j 
d ługośc i  sekw encje  p o p rz e d z a ją c e  k o d o n  s t a r tu  t r a n s 
lacji [61],  Ja k  już. w s p o m n ia n o ,  w zros t  p o z io m u  
i a k ty w n o ś c i  sy n ta zy  ty m id y lan o w e j  w y s tę p u ją c y  w lu 
d zk ich  k o m ó r k a c h  r a k a  je l i ta  g ru b e g o  po  k r ó t k o 
trw ałe j ek spozyc ji  n a  5 -fluo rou racy l,  jes t  e fek tem  z w ię 
kszonej syn tezy  b ia łk a  en z y m u .  Z ja w isk o  to  w a r u n 
ku je  o p o r n o ś ć  n a  c y to s ta ty k ,  p o n ie w a ż  3 0 -4 0 %  e n 
z y m u  p o z o s ta ją c e g o  w fo rm ie  w olnej w k o m ó r c e  
p o z w a la  n a  u t r z y m a n ie  syn tezy  D N A  na  p o z io m ie  
u m o ż l iw ia ją c y m  w zrost .  W y w o ła n a  przez 5 - f lu o ro 
u racy l in d u k c ja  syntezy  sy n ta zy  ty m id y la n o w e j  je s t  
więc efek tem  u p rz e d n ie g o  z w ią z a n ia  e n z y m u  z in 
h ib i to re m  [47],  A k u m u la c ja  b ia łk a  syn tazy  ty m id y la -
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R v c .  3.  S t ru k tu ry  d ru g o rz ę d o w e  tw o rzo n e  przez trzy t a n d e m o w e  p o w tó rz e n ia  w nie 
u legającym  translacji  regionie 5' genu  ludzkiej syn tazy  ty m idy lanow ej  [wg 60]. 
T ró jk ą t  w skazu je  miejsce w y s tę p o w an ia  d o d a tk o w e g o  h eksam eru .  K ro p k i  o z n a c z a 
ją  k o m p le m e n ta rn o ść  sekwencji.

5 ’

now ej w lu dzk ich  k o m ó r k a c h  n a b ł o n k a  g ru c z o łu  
m lecznego ,  s p o w o d o w a n a  d z ia ła n ie m  D l 694, us ta je  
w o b ecn o śc i  in h ib i to ra  trans lac j i  [15].  W y d a je  się 
za tem , że z a sa d n ic z y m  e ta p e m  regulacji  ekspres ji  s y n 
tazy  ty m id y lan o w e j ,  s ta n o w ią c y m  p o d s ta w ę  o p o rn o ś c i  
k o m ó r e k  n a  k r ó tk o t r w a ły  stres  c y to s ta ty c z n y  jes t  
trans lac ja .

B iałko  ludzkie j sy n ta zy  ty m id y lan o w e j  w iąże się 
z a r ó w n o  in vitro  j a k  i in vivo , z w łasn y m  m R N A  [62, 
63]. T ra n s la c ja  in vitro  zo s ta je  specyficznie z a h a m o w a 
na  w o b ecn o śc i  b ia łk a  e n z y m u ,  n a to m ia s t  ca łkow ic ie  
o d b lo k o w a n a  w obecnośc i  s u b s t ra tó w ,  d U M P  i N 5 1 0 - 
-m e ty le n o te t r a h y d ro fo l ia n u ,  j a k  i in h ib i to ra ,  5 -f luoro-  
- d U M P  [62 ],  F iz jo log iczne  s u b s t ra ty  o ra z  ich an a lo g i  
w sp ó łz a w o d n ic z ą  więc z m R N A  o w iąz an ie  p rzez  
enzym . W  ich o b ecn o śc i  m R N A  nie je s t  sk o m p le k -  
so w a n e  z b ia łk iem  e n z y m u  i za c h o d z i  in ic jacja  t r a n s 
lacji. O d b lo k o w a n ie  t rans lac j i  n a s tę p u je  z a te m  w m o 
m enc ie  z a p o t r z e b o w a n ia  n a  a k ty w n o ś ć  sy n ta zy  tym i-

dy la n o w e j ,  czyli w ów czas ,  gdy e n z y m  je s t  w ysycony  
s u b s t r a te m  lub  gdy  s ta n  tak i  jes t  s y m u lo w a n y  w o b e c 
ności in h ib i to ra .  S y n ta z a  t y m id y la n o w a  p r z e p ro w a d z a  
więc regu lac ję  t rans lac j i  w ła sn e g o  m R N A  (Ryc. 4). 
Z id e n ty f ik o w a n o  d w a  reg io n y  m R N A  uczes tn iczące  
w tw o rz e n iu  k o m p le k s u  z b ia łk iem  en z y m u .  Jeden  
o b e jm u je  o b s z a r  188 p o c z ą tk o w y c h  n u k le o ty d ó w  
m R N A ,  w o b rę b ie  k tó r e g o  z a w a r ty  je s t  k o d o n  inicjacji 
trans lac ji ,  a d rug i  o b s z a r  200 n u k le o ty d ó w  sekwencji  
k o d u ją ce j  b ia łko .  W  o b rę b ie  188 n t  m o ż e  tw o rzy ć  się 
s ta b i ln a  s t r u k tu r a  d r u g o r z ę d o w a  ty p u  szpilk i d o  w ło 
sów, k tó re j  pęt lę  s ta n o w i  k o d o n  in icjacji t rans lac ji .  D la  
w łaśc iw ego  r o z p o z n a n ia  b ia łk a  k o n ie c z n a  jes t  o b e c 
ność  w e w n ą t rz  tej s t r u k tu r y  h e k s a m e ru  G C C A U G .  
B e zp o ś re d n io  z b ia łk iem  sy n ta z y  ty m id y la n o w e j  k o n 
ta k tu je  się o b s z a r  36 nt.  N ie  u s ta lo n o  ż a d n y c h  se k w e n 
cji w sp ó ln y c h  d la  o b y d w ó c h  r e g io n ó w  w ią z a n ia  b ia ł
ka, j e d n a k  m oż liw e  jest w y s tę p o w a n ie  p o m ię d z y  nimi 
p o d o b ie ń s tw  s t r u k tu r a ln y c h  [64],
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Ryc. 4. M ode l  a u to regu lac j i  translacji  m R N A  ludzkiej syntazy 
tym id y lan o w e j  [w g  9],
C H 2H 4P t e G l u - N 510-m e ty le no te trahydro fo lian .

T a k ż e  s y n ta z a  ty m id y la n o w  E. coli w iąże  w łasne  
m R N A .  P u n k t o w e  m u ta c je  w b ia łk u  tego  en z y m u ,  
w m ie jscu  w ią z a n ia  N 510- m e ty le n o te t r a h y d r o fo l ia n u  
o r a z  w reszcie cys ternow ej c e n t r u m  a k ty w n e g o  znoszą  
tę z d o ln o ść ,  n a t o m ia s t  w miejscu  w ią z a n ia  d U M P  (z 
w y ją tk ie m  wyżej w s p o m n ia n e j  cysteiny) —  p o z o s ta ją  
bez w p ły w u  n a  tw o rze n ie  k o m p le k s ó w  z m R N A .  
O d d z ia ły w a n ie  b i a łk o /m R N A  sy n ta zy  ty m id y lan o w e j  
E. coli w a r u n k o w a n e  jes t  więc b e z p o ś re d n im  o d d z i a 
ły w a n ie m  o k r e ś lo n y c h  o b s z a r ó w  b ia łk a  z m R N A  
lub  też za leży  o d  n a d a w a n e j  p rzez  nie, k o n fo rm a c j i  
e n z y m u  [65].

P o p rz e z  a u to re g u la c ję  trans lac j i  k o n t r o lo w a n a  jes t  
ek sp re s ja  n ie k tó r y c h  b ia łek  b a k te r io fa g ó w  [66 ]  o ra z  
b ia łek  r y b o s o m a ln y c h  E. coli [67 ] ,  W o rg a n iz m a c h  
e u k a r io ty c z n y c h ,  o p r ó c z  sy n ta zy  ty m id y lan o w e j  także  
e k s p re s ja  ludzk ie j  D H F R ,  k tó re j  j e d n ą  z funkcji jes t  
r eg e n e rac ja  k o f a k to r a  d la  reakcji  sy n ta zy  ty m id y ia n o -  
wej [2 ] ,  m o ż e  p o d le g a ć  regulacji  na  d ro d z e  tw o rz e n ia  
się k o m p le k s ó w  R N A -b ia łk o ,  co h a m u je  inicjację 
t rans lac j i  [68 ] ,  W y d a je  się także ,  że t r a n s la c ja  m R N A  
PA B P  (po ly (A )-b ind ing  p ro te in ) r e g u lo w a n a  jes t  w s p o 
só b  n e g a ty w n y  p rze z  b ia łk o  PA  BP, p rzy łą cz a ją ce  się 
d o  nie u le g a ją ce g o  t ran s lac j i  r e g io n u  5' m R N A .  P A B P  
h a m u je  ró w n ie ż  t r a n s la c ję  w łasn eg o  m R N A  in vitro  
[69, 70], W  p r z y p a d k u  b ia łek  p r o k a r io ty c z n y c h  łą c z ą 
cych się z R N  A, b ia łk a  p ła szcza  b a k te r io fa g a  R 17 [71 ] 
i sy n te ta zy  a m in o a c y lo - tR N A  E. coli [7 2 ]  o r a z  e u k a 
r io ty c z n e g o  b ia łk a  z a a n g a ż o w a n e g o  w regu lac ję  m e t a 
b o l iz m u  że laza  I R E - B P  (iron responsivo element bin- 
ding p ro te in ) [7 3 -7 5 ] ,  d o  s k o m p le k s o w a n ia  R N A  w y 
m a g a n a  je s t  o b e c n o ś ć  z r e d u k o w a n e j  g ru p y  su lfhyd- 
rylowej. T a k ż e  s y n ta z a  ty m id y la n o w a  w y k az u je  n a j 
w iększe p o w in o w a c tw o  d o  w łasn eg o  m R N A  w ów czas ,  
gdy  p o s ia d a  z r e d u k o w a n e  g ru p y  su lfh y d ry lo w e  [76 ],  
co jest ró w n ie ż  w a r u n k ie m  inicjacji p ro c e su  ka ta l izy  
[1 ] .  N ie  w ia d o m o ,  czy a u to re g u la c ja  ekspres ji  syn tazy  
ty m id y la n o w e j  w łaśc iw a  je s t  ta k że  in n y m  o r g a n iz m o m  
ssaczym . W  p roces ie  tw o rz e n ia  się k o m p le k s u  ludzkiej 
syn tazy  ty m id y la n o w e j  z jej w łasn y m  m R N A  is to tn ą  
ro lę  w y d a ją  się o d g r y w a ć  n u k le o ty d y  są s iad u jąc e  
z k o d o n e m  A U G .  J e d n a k  p o m im o  dużej k o n se rw a ty -

w nośc i  sekwencji  g e n ó w  i b ia łek sy n ta z  ty m id y la n o -  
w ych  myszy, cz łow ieka  o ra z  in n y c h  o rg a n iz m ó w ,  ten 
w łaśn ie  reg ion  cechu je  się z n a c z n ą  z m ie n n o ś c ią  [1 ,5 5 ] .

A u to re g u la c ja  trans lac j i  jes t  więc m e c h a n iz m e m  
regulacji  ekspresji  d w ó c h  g en ó w  fazy S cyk lu  k o m ó r 
k o w eg o ,  sy n ta zy  ty m id y lan o w e j  i r e d u k ta z y  d ihyd -  
ro fo lianow ej .  T a k ż e  k in a z a  ty m id y n o w a ,  ko le jny  e n 
zym  fazy S k a ta l iz u ją c y  reakc ję  fosforylacji tym idyny ,  
a więc d o s ta rc z a ją c y  p r e k u r s o r a  d o  syn tezy  D N A , 
p o d le g a  regulacji  n a  p o z io m ie  translac ji .  Z w ięk sz a  się 
b o w iem  p o z io m  syn tezy  b ia łk a  e n z y m u  w fazie S cyklu, 
n a to m ia s t  p o z io m  m R N A  p o zo s ta je  n ie zm ien io n y  [77, 
78]. P rz y p u sz c z a  się za te m ,  że regu lac ja  trans lac j i  tych  
trzech  b ia łek  d e c y d o w a ć  m oże  o u t r z y m a n iu  w ła ś 
c iw ego  p o z io m u  syntezy  d T M P  w w a r u n k a c h  s tresu  
cy to s ta ty cz n eg o .

V. Syntaza tymidylanowa jako enzym meta
boliczny zdolny do wiązania mRNA c-myc 
i p53

Liczne b ia łka ,  d o  k tó ry c h  na leżą  czynn ik i  tr an s -  
k ry p c y jn e  i r e g u la to ry  w zro s tu ,  w y k a z u ją  zd o ln o ść  
w ią z a n ia  z k w a sa m i  n u k le in o w y m i,  co  s ta n o w i  p o d 
s taw ę  regulacji  ekspres ji  genów . Z id e n ty f ik o w a n o  k il
k a n a śc ie  e n z y m ó w  m e tab o l icz n y ch ,  k tó re  w k o m ó r 
k a c h  e u k a r io ty c z n y c h  lu b  p r o k a r io ty c z n y c h ,  o p ró c z  
p r z e p r o w a d z a n ia  ró ż n y c h  reakcji  p rz e m ia n  energii, 
syn tezy  n u k le o ty d ó w  lub  a m in o k w a s ó w ,  p o s ia d a ją  
ta k ż e  z d o ln o ść  łączenia  się z k w a sa m i nuk le in o w y m i,  
p rzez  co uczes tn iczą  w p rz e tw a r z a n iu  in fo rm ac ji  g e n e 
tycznej [79, 80], W ś ró d  tych e n z y m ó w , p o z a  sy n ta zą  
ty m id y la n o w ą ,  w y ró ż n ia  się m iędzy  innym i także  
s saczą  d e h y d r o g e n a z ę  a ld e h y d u  3 - fosfoglicero low ego 
( G A P D H ) ,  k tó r a  je s t  en z y m e m  g l iko l i tycznym  i j e d 
nocześn ie  łączy się z m R N A  i tR N A ,  reg u lu jąc  w ten 
s p o s ó b  eksp res ję  gen ó w  na  p o z io m ie  translac ji .  
G A P D H  uczes tn iczy  ta k ż e  w proces ie  n a p r a w y  D N A  
j a k o  g l ikozy laza  u ra c y l -D N A  o ra z  w proces ie  re 
plikacji  D N A  j a k o  b ia łk o  w y s tę p u jąc e  w k o m p le k s ie  
p o l im e ra z y  D N A  alfa [81].  In n e  p rz y k ła d y  e n z y m ó w  
tej g ru p y  to  d r o ż d ż o w a  d e h y d r o g e n a z a  izo cy try n ia n o -  
wa, k tó r a  je s t  e n z y m e m  cyk lu  k w a só w  t r ó jk a r b o k -  
sy low ych  o r a z  p rzy łą cz a  się d o  nie u lega jących  t r a n s 
lacji r e g io n ó w  5' m i to c h o n d r ia ln y c h  m R N A  [82],  
b a k te r y jn a  d e h y d r o g e n a z a  p ro l in o w a ,  k tó r a  u t len ia  
p ro l in ę  d o  g lu ta m in ia n u  i regu lu je  w łasn ą  ekspres ję  
w iąż ąc  się z D N A  [83],  ssacza  d e h y d r o g e n a z a  g lu ta m i-  
n ia n o w a  —  k lu c zo w y  e n z y m  łączący  ró żn e  szlaki 
m e ta b o l ic z n e  i p rzy łą cz a ją cy  się specyficznie d o  
m R N A  o k sy d a z y  c y to c h r o m u  c [84],  T a k ż e  w s p o 
m n ia n e  pow yże j b ia łk o  IR E -B P ,  o k a z a ło  się być 
c y to z o lo w ą  a k o n i ta z ą  [85],  P o d o b n ie  D H F R ,  k tó r a  
sp e łn ia  i s to tn ą  ro lę  n a  sz lak u  b io sy n tez y  n u k le o ty d ó w  
p u r y n o w y c h  [86 ] ,  p o s ia d a  zd o ln o ść  łączen ia  się z w ła s 
n y m  m R N A  in vitro. P o w sz e c h n e  w y s tę p o w a n ie ,  od  
o r g a n iz m ó w  p r o k a r io ty c z n y c h  d o  s sa k ó w  z cz łow ie
k iem  w łącznie, en z y m ó w  m e ta b o l ic z n y c h  p r z y łą c z a ją 
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cych p o c h o d n e  n u k le o ty d o w e  w sk az u je  n a  to, że jest to  
silnie k o n s e r w o w a n a  d a w n a  w a r to ś ć  e w o lu c y jn a  [80].  
C e c h ą  w sp ó ln ą  w iększości o m a w ia n y c h  e n z y m ó w  jes t  
to ,  że w p ro c e sa c h  k a ta l izy  ich k o f a k to r a m i  są p o c h o d 
ne n u k le o ty d o w e .  W  p r z y p a d k u  syn tazy  ty m id y la n o 
wej n u k le o ty d  je s t  s u b s t ra te m  reakcji. W y d a je  się, że 
p ie rw o tn ie  rea k c ja  p r z e p r o w a d z a n a  by ła  przez  R N A , 
k tó r e  n as tę p n ie  d o k o n a ł o  syn tezy  b ia łka ,  a to  z kolei 
o s ta te czn ie  z a s tą p i ło  R N A  w funkcji  ka ta l i tycznej .  
K o e n z y m y  te s ta n o w iły b y  więc ew o lucy jny  relikt po  
cząs tec zk a ch  R N A , spe łn ia jących  p ie rw o tn ie  rolę e n 
z y m ó w  [87, 88], M ie jsca  w ią z a n ia  k o e n z y m ó w  przez 
w spó łczesne  en z y m y  b ia łk o w e  m o g ą  być je d n o cz eśn ie  
m ie jscam i w ią z a n ia  k w a só w  n u k le in o w y c h ,  co m a  
miejsce w p r z y p a d k u  sy n ta zy  ty m id y lan o w e j .  P rz y łą 
czenie s u b s t r a tu  lub  m u ta c ja  cys te iny  w c e n tru m  
a k ty w n y m  e n z y m u  znos i  z d o ln o ść  w ią z a n ia  m R N A .  
Z ja w isk o  a u to re g u la c j i  t rans lac j i  w yda je  się być o d 
zw ie rc ied len iem  p ie rw o tn y c h  o d d z ia ły w a ń  b ia ł
k o /k w a s  n u k le in o w y ,  n a to m ia s t  o b s e rw o w a n a  w p r z y 
p a d k u  n ie k tó ry c h  e n z y m ó w  tej g ru p y  (np. d e h y 
d ro g e n a z y  p ro l inow ej)  zd o ln o ść  w iąz an ia  z D N A ,  jest 
być m o ż e  k o n se k w e n c ją  ew olucy jne j  z m ia n y  m a te r ia łu  
gen e ty c zn e g o  z R N A  n a  D N A  [80],  U w a ż a  się r ó w 
nież. że łączenie  się b ia łek  z k w a sa m i n u k le in o w y m i 
odzw ie rc ie d la  s te reospecyficzne  o d d z ia ły w a n ia ,  k tó re  
legły u p o d s ta w  p o w s ta n ia  k o d u  gene ty c zn e g o  [89], 
K o m p lek so w an ie  więc w łasnego  m R N A  byłoby c h a r a k 
te ry s tyczne  d la  b ia łek  s ta ry c h  ew olucy jn ie ,  k tó re  z a 
c h o w a ły  z d o ln o ść  d o  tego  ty p u  o d d z ia ły w a ń  [80].

S y n ta z a  ty m id y la n o w a ,  p o z a  zd o ln o śc ią  w ią z a n ia  
w łasn eg o  m R N A ,  p o s ia d a  ta k że  z d o ln o ść  w iązan ia  
m R N A  cz y n n ik a  t r a n s k r y p c y jn e g o  c-M yc ,  ja k  i sup-  
re so ra  n o w o tw o ru ,  b ia łk a  p53. O b y d w a  b ia łka ,  c -M y c  
i p53, pe łn ią  i s to tn ą  ro lę  w regulacji  p ro c e só w  w z ro s tu  
i śmierci k o m ó r e k  [90-93] ,  Ich ek sp re s ja  u lega  z m ia 
n o m  w w y n ik u  d z ia ła n ia  in h ib i to ró w  a k ty w n o ś c i  syn 
tazy  ty m id y lan o w e j .  P o d  w p ły w em  f lu o ro d e z o k s y u ry -  
d y n y  n a s tę p u je  s p a d e k  ekspres ji  c -M yc ,  n a to m ia s t  po d  
w p ły w em  D l 694 w zros t  ekspres ji  p53 w ludzk ich  
k o m ó r k a c h  n o w o tw o r u  je l i ta  g ru b e g o  [94. 95]. W y n i
k a  to  p r a w d o p o d o b n ie  z tego, że cy to to k sy c z n o ść  
in h ib i to ró w  sy n ta zy  ty m id y lan o w e j  je s t  k o n se k w e n c ją  
f ra g m en tac j i  D N A ,  z a ch o d z ąc e j  w w y n ik u  z a h a m o w a 
n ia  a k ty w n o ś c i  e n z y m u  [2].  N a s t ę p s tw e m  f ra g m e n 
tacji D N A  jest n a to m ia s t  w y tw o rz en ie  sy g n a łu  re g u lu 
ją c e g o  p ro ce sy  pro liferac ji  i / lub  śm ierci k o m ó re k ,  
w p rz e k a z y w a n iu  k tó r e g o  uczes tn iczą  b ia łk a  c -M y c  
i p53 [95, 96],  S to su ją c  m e to d ę  R T :P C R  (reverse  
transcr ip t ion : polym erase  chain reac t ion ), p o p r z e d z o n ą  
im m u n o p re c y p i t a c ją  k o m p le k s ó w  r y b o n u k le o p r o te i -  
n o w y ch  z a w ie ra jąc y ch  sy n ta zę  ty m id y la n o w ą  w y k a z a 
no , że w lu d z k ich  k o m ó r k a c h  r a k a  je l i ta  g r u b e g o  
b ia łk o  sy n ta zy  ty m id y la n o w e j  p o łą c z o n e  jes t  nie ty lko  
z w łasn y m  m R N A  lecz ta k ż e  z m R N A  c-m yc [63, 97]. 
S ekw enc ja  165 n u k le o ty d ó w  C - k o ń c o w e g o  reg io n u  
c -m yc  m R N A  o d p o w ie d z ia ln a  je s t  za iden ty f ikac ję  
i u tw o rz e n ie  k o m p le k s u  z b ia łk ie m  sy n ta zy  tym idy la -

nowej. J e d n o c z e śn ie  se k w e n c ja  ta  k o d u je  is to tn y  d la  
funkcji  c -M yc ,  j a k o  cz y n n ik a  t r a n s k ry p c y jn e g o ,  reg ion  
z a s a d o w y  o r a z  m o ty w y  he l ik s -pę tla -he liks .  O b e c n o ś ć  
egzogenne j sy n ta zy  ty m id y la n o w e j  w sys tem ie  t r a n s 
lacji in ritro  m R N A  c-m yc specyficznie  h a m u je  jej 
inicjację. T a k  więc t ra n s la c ja  m R N A  c-m yc  je s t  r e g u lo 
w a n a  w sp o s ó b  n e g a ty w n y  p rzez  b ia łk o  sy n ta z y  ty m i
d y la n o w e j  [97] ,  P rzy  z a s to s o w a n iu  wyżej w s p o m n ia 
nej m e to d y ,  w y k a z a n o  ta k że  o b e c n o ś ć  m R N A  b ia łk a  
p53 w r y b o n u k le o p r o te in o w y c h  k o m p le k s a c h  sy n ta zy  
ty m id y la n o w e j  w k o m ó r k a c h  r a k a  je l i ta  g ru b eg o .  
P o d o b n ie  j a k  d o  m R N A  c-myc, b ia łk o  sy n ta z y  ty m id y 
lanow e j w y k az u je  w ysok ie  p o w in o w a c tw o  d o  m R N A  
p53, h a m u ją c  także  je g o  t ra n s la c ję  in ritro  [98].  
M o d y f ik u ją c  m e to d ę  R T :P C R  w ta k i  sp o só b ,  że z a 
m ia s t  s ta r t e r ó w  o sekwencji  specyficznej o d p o w ie d n io  
d la  sy n ta zy  ty m id y lan o w e j ,  c -m yc czy p53, w y k o rz y s 
ta n o  s ta r t e ry  un iw ersa ln e ,  z id e n ty f ik o w a n o  w k o m ó r 
k a c h  r a k a  je l i ta  g ru b e g o  9 ró ż n y c h  R N A , p o w ią z a 
nych  w k o m p le k s a c h  z b ia łk ie m  sy n ta z y  ty m i d y la n o 
wej. N a le ż ą  d o  nich  m iędzy  in n y m i m R N A  b ia łk a  15 
k D a  in d u k o w a n e g o  przez  in te r fe ro n  i m R N A  b ia łk a  
8 z a w ie ra jąc eg o  palce  cy n k o w e .  N ie  u s ta lo n o  j e d n a k  
ża d n e j  sekw encj i  w spó lne j  d la  R N A  w ią z a n y c h  p rzez 
s y n ta zę  ty m id y la n o w ą  [99].  P rz y p u sz c z a  się, że 
p o p rz e z  z d o ln o ść  w ią z a n ia  m R N A  w łasn eg o ,  c-m yc 
i p53, a ta k że  ze w zg lędu  n a  loka l izac ję  w c y to p la z m ie  
o r a z  w j ą d rz e  [100 ]  i w y s tę p o w a n ie  w k o m ó r c e  
w fo rm ie  u fosfo ry low ane j,  b ia łk o  sy n ta z y  ty m i d y la n o 
wej m o ż e  mieć is to tn y  w k ła d  w regu lac ję  cyk lu  k o m ó r 
k o w e g o  [101],

VI. Zakończenie

S zczegó łow e p o z n a n ie  m e c h a n iz m ó w  o d d z ia ły w a 
n ia  b ia łk a  sy n ta zy  ty m id y la n o w e j  z c z ąs tec zk a m i  
m R N A  m o ż e  p o m ó c  w o p r a c o w a n iu  n o w y c h  stra teg ii  
ch e m io te rap i i .  O b e c n ie  s to su je  się specyficzne in h ib i 
to ry  a k ty w n o ś c i  enz y m a ty cz n e j .  I n fo rm a c je  z d o b y te  
d o ty c h c z a s  n a  te m a t  a u to re g u la c j i  t r an s lac j i  m R N A  
ludzkiej sy n ta z y  ty m id y la n o w e j  p o z w a la ją  sądzić , że 
zn iesien ie  ekspres ji  tego  e n z y m u  w k o m ó r c e  m o ż n a  
u z y s k a ć  ró w n ież  (i) h a m u ją c  a k ty w n o ś ć  e n z y m a ty c z n ą  
b ia łk a  p rzy  p o m o c y  o l ig o n u k le o ty d ó w  (ii) b lo k u ją c  
in ic jację trans lac j i  w w y n ik u  u tw o r z e n ia  s ta b i ln y c h  
k o m p le k s ó w  p o m ię d zy  m R N A  i b ia łk ie m  e n z y m u  lub  
sy n te ty c z n y m  p e p ty d e m ,  lub  też cz ąs te c z k ą  s y m u lu ją 
cą d z ia łan ie  b ia łk a  [102],  In te rw enc j i  f a r m a k o lo g ic z 
nej m ó g łb y  ta k że  p o d le g a ć  p ro ce s  o d d z ia ły w a n ia  
m R N A  sy n ta zy  ty m id y la n o w e j  z jej m R N A  an ty -  
se n so w n y m , k tó r y  m o ż e  w y s tę p o w a ć  w lu d z k ic h  k o 
m ó r k a c h  n o w o tw o ro w y c h .  N a  raz ie  j e d n a k  d a n e  o tym  
o d d z ia ły w a n iu  są n ie w y s ta rcz a jące  by ok reś l ić  jego  
ro lę  w' regu lac ji  ekspres ji  g e n u  sy n ta z y  ty m id y la 
now ej [103].
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W jaki sposób aneksyny, rozpuszczalne białka wiążące 
wapń, tworzą w błonie kanały jonowe?

How annexins, soluble calcium-binding proteins, may form ion 
channels in the membrane?

J O A N N A  B A N D O R O W I C Z - P I K U Ł A 1, 
S Ł A W O M I R  P I K U Ł A 2

Transmembrane prote in  evolution presen ts  problem s f o r  Darvinians.  
There is no use in a pum p tha t  on ly  partia lly  pene tra tes  a bilayer.

Peter  N icho lls  i wsp., 1992 [ 1 ]

Spis treści:

I. Wstęp
II. Budowa aneksyn i ich oddziaływanie z błoną

III. Kanały jonowe tworzone przez aneksyny
III-l. Kanały wapniowe zależne od potencjału błonowego 
II1-2. Kanały anionowe

IV. Regulacja aktywności kanałów jonowych przez aneksyny
V. Uwagi końcowe

I. Wstęp

B iałka t r a n s p o r tu j ą c e ,  k tó r e  w y s tę p u ją  w k o m ó r -  
k a e h  w spó łcześn ie  ży jących  o rg a n iz m ó w  tw o r z ą  ze 
w zg lędu  n a  swe funkcje  i w łaściw ości rodziny ,  tak ie  jak :  
p e r tn e az y  b a k te ry jn e ,  m i to c h o n d r ia ln e  b ia łk a  n o ś n i 
k ow e,  g łów ne  in te g ra ln e  b ia łk a  b ło n o w e ,  u n ip o r te ry ,  
s y m p o r te ry  i a n ty p o r t e r y ,  k a n a ły  j o n o w e  za leżne  od  
p o te n c ja łu  b ło n o w e g o  i A T P a z y  [1-3] ,  W szystk ie  
w y m ie n io n e  b ia łk a  są  b ia łk a m i  in te g ra ln y m i błony. 
C z ę s to  d a n e  n a  te m a t  m e c h a n iz m ó w  t r a n s p o r tu  r ó ż 
n ych  su b s tan c j i  u zy sk u je  się w b a d a n ia c h  k a n a łó w  
tw o r z o n y c h  p rzez  p ep ty d y .  S t r u k t u r a  w ielu z nich, np. 
a la m e ty c y n y  z g rz y b a  Trichoderma viride [5 ,6],  lub 
to k s y n  b a k te ry jn y c h ,  j a k  oc-hemolizyna czy k o l icyna
[7 ] ,  dzięk i  m e to d o m  k ry s ta lo g ra f ic z n y m , zo s ta ła  o p i 
s a n a  z rozdz ie lczośc ią  p o z w a la ją c ą  n a  iden ty f ikac ję  
p o szczeg ó ln y ch  a t o m ó w  [4 ] ,  T o k s y n y  b a k te ry jn e  
z n ie szkod l iw ych ,  ro z p u sz c z a ln y c h  w w odz ie  cz ąs 
teczek ,  p rz e k sz ta łc a ją  się w śm ier te ln ie  n iebezp ieczne  
d la  k o m ó r k i  cz ynn ik i  (w w y n ik u  zw ią z a n ia  z b ło n ą  
p la z m a ty c z n ą ,  ag regac j i  n a  jej p o w ierzchn i ,  n a g r o m a 
d z a n ia  się w d w u w a r s tw ę  l ip id o w ą  i o s ta te czn ie  w y 
tw o rz e n ia  k a n a łu  w b łon ie)  [7 ] ,  N ie k tó re  z tych

!Dr, 2doc. dr hab., Pracownia Biochemii Lipidów. Zakład 
Biochemii Komórki, Instytut Biologii Doświadczalnej im. 
M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3. 02-093 Warszawa.

Contents:

I. Introduction
II. Structure of annexins and their interaction with the 

membrane
III. Ion channels formed by annexins

1II-1. Voltage-dependent calcium channels 
III-2. Anion channels

IV. Regulation of anionic channels activity by annexins
V. Concluding remarks

to k sy n ,  o k re ś la n e  j a k o  (3-CFT (ang. ¡3-b arre l  c h a n n e l -  
- fo rm in g  toxins),  u legają  o l igom eryzac ji ,  a inne, o k r e ś 
lane  j a k o  o o C F T  (ot-helieal channel- form ing toxins),  nie 
tw o rz ą  o l ig o m eró w .  Z n a n e  są ró w n ież  p e p ty d y  lu b  
b ia łk a  (np. p r io n ,  (3-amyloid), o s t r u k tu r z e  oohelikalnej,  
k tó r e  des tab i l izu ją  b ło n y  g łów n ie  w w y n ik u  o d d z ia ły 
w a ń  h y d ro fo b o w y c h .  D es tab i l iza c ja  ta  m o ż e  m ieć  d u ż e  
znaczen ie  w p ro c e sa c h  fuzji k o m ó r e k ,  np. p o d c z a s  
z a p ło d n ie n ia ,  w egzocy toz ie  i w t r a n s p o r c ie  b ia łek ,  ale 
ta k że  w n ie k tó ry c h  s ta n a c h  p a to lo g ic zn y c h ,  ta k ic h  j a k  
za k a ż e n ie  w iru sem , c h o r o b a  A lzh e im e ra  lub  c h o r o b a  
C r e u t z f e ld t a - J a k o b a  [8, 9],

in n e  b ia łka ,  k tó r y m  p rzyp isu je  się a k ty w n o ś ć  k a n a 
łow ą, ane k sy n y ,  nie są b ia łk a m i  b ło n o w y m i.  B ia łk a  te 
ty lk o  w o k re ś lo n y c h  w a r u n k a c h  o d d z ia łu ją  z l ip id am i  
b ło n  b io log icznych ,  z m ien ia ją c  p rz e p u sz c z a ln o ść  d w u -  
w a rs tw y  lip idow ej d la  jo n ó w .  A n a l izu ją c  s t r u k tu r ę  
tych  bia łek ,  s p ró b u je m y  w n in ie jszym  a r ty k u le  zna leźć  
o d p o w ie d ź  n a  py tan ie ,  w ja k i  s p o s ó b  ro z p u sz c z a ln e  
b ia łk a  m o g ą  tw o rzy ć  k a n a ły  jo n o w e ,  i j a k ie  to  m a  
znaczen ie  d la  f u n k c jo n o w a n ia  k o m ó re k .

II. Budowa aneksyn i ich oddziaływanie z błoną

A neksyny  tw o rz ą  ro d z in ę  h o m o lo g ic z n y c h  b ia łek  
w iążących  w ap ń ,  k tó re  w iążą  się z b ło n a m i  z a w ie r a j ą 
cym i o b d a r z o n e  ła d u n k ie m  u je m n y m  cząs teczk i  fo s 
fo lip idów  w s p o s ó b  za leżny  od  s tężen ia  j o n ó w  w a p n ia .
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a p roces  ten ulega o d w ró c e n iu  w o b ec n o śc i  c h e la to ró w  
w ap n ia ,  ta k ic h  j a k  E G T A .  Is tn ie ją  ta k ż e  izo fo rm y  
a n e k sy n ,  k tó re  p o z o s ta ją  zw ią za n e  z. b ło n ą  n aw e t  
w o becnośc i  E G T A ,  ale ich rozm ieszczen ie  w k o m ó r c e  
i s t r u k tu r a  nie są d o b rz e  p o z n a n e  [10 ].  O s ta tn io  
w y su n ię to  p rzypuszczen ie ,  że m e c h a n iz m  n ieza leżnego  
o d  C a 2+ w ią z a n ia  an e k sy n  z b ło n a m i  po le g a  n a  
o d d z ia ły w a n iu  a n e k sy n  z u fo s fo ry lo w an y m i b ia łk a m i  
b ło n o w y m i,  r e g u lo w a n e m u  przez  p ro ce sy  fosforylacji 
i defosforylacji  [ 11 ]. W  cząs teczce  a n e k sy n y  II w y k ry to  
rów n ież  specyficzną d o m e n ę ,  dzięki k tó re j  b ia łk o  
w s p o só b  n ieza leżny  od  w a p n ia  o d d z ia łu je  ze sw oim  
rec ep to rem  n a  b łon ie  [12],  D o d a tk o w o  z a o b s e r w o w a 
no, że w zro s t  p o z io m u  p ero k sy d a c j i  l ip idów  m oże  
w p ły w ać  na  o d w ią z y w a n ie  an e k sy n  od  b łon ,  czem u 
to w arz y szy  w zros t  w e w n ą t r z k o m ó r k o w e g o  stężen ia  
C a 2 + [13],

W k o m ó r k a c h  s sa k ó w  a n e k sy n y  są k o d o w a n e  przez  
10 genów ; p o n a d t o  w y s tę p u je  wiele specyficznych  
tk a n k o w o  lub  g a t u n k o w o  izo fo rm  (an e k sy n y  s sa k ó w  
o z n a c z o n e  są cyfram i rzy m sk im i I-V I 11. XI i X III)  [14],  
J a k k o lw ie k  w łaściw ości b io c h em icz n e  i s t r u k tu r a  m o 
le k u la rn a  an e k sy n  były b a r d z o  in te n sy w n ie  b a d a n e ,  
d a n e  n a  t e m a t  ich funkcji in viro  są n a d a l  nie liczne 
[15-17] ,  D zięk i zd o ln o śc i  d o  o d d z ia ły w a n ia  in vitvo 
z b ia łk am i cy to szk ie le tu  o r a z  w y w o ły w a n ia  agregacj i  
i fuzji b łon ,  a n e k s y n o m  p rzyp isu je  się ro lę  w e n d o -  
i egzocy toz ie  [18],  P o n ie w a ż  an e k sy n y  m o d u lu j ą  ak -  
ty w n o ść  fosfolipazy A ,  s tą d  p rzypuszczen ie ,  że m o g ą  
o d g ry w a ć  ro lę w p ro c e sa c h  z a p a ln y c h  [15. 16, 19], 
Z a o b s e r w o w a n o  rów nież ,  że a n e k sy n y  są s u b s t r a ta m i  
różnych  k in a z  b ia łk o w y ch ,  a ta k że  o d d z ia łu ją  z b ia ł 
k am i b io rą c y m i udzia ł  w m itozie ,  co m o ż e  su g e ro w a ć  
ich u dz ia ł  w ró ż n ic o w a n iu  się i pro liferac ji  k o m ó r e k  
[20],  N ie k tó re  z nich tw o r z ą  k a n a ły  j o n o w e  w b ło n a c h  
sz tucznych  o r a z  w iążą  się z b ło n a m i  o rgane l l i  w ydzie l-  
niczych lub  m a g a z y n u ją c y c h  w a p ń  w k o m ó r c e  [21- 
-24], R ó ż n o ro d n o ś ć  fu n k c jo n a ln a  a n e k sy n  je s t  d la  
w ielu b a d a c z y  t r u d n a  d o  z ro z u m ie n ia ,  d o  tego  s to p n ia ,  
że z a d a ją  py tan ie ,  po  co a n e k sy n y  istnieją  w k o m ó rc e ?  
[25].  N ie d a w n o  p r z e d s ta w io n o  d o w o d y  d o ś w ia d c z a l 
ne, że a n e k sy n y  m o ż n a  za liczać d o  z ró ż n ic o w a n e j  
ro d z in y  b ia łek  w iążących  A T P / G T P  [26-31] ,  co  tym  
bardz ie j  rozszerza  listę p rocesów , n a  k tó re  b ia łk a  te 
m o g ą  w p ły w ać  in vivo.

W  cząs tec zk a ch  a n e k sy n  w y ró ż n ia  się część 
N -k o ń c o w ą  i część rd zen iow ą .  Część rd z e n io w a  z b u 
d o w a n a  jest z cz te rech  (aneksyny ,  I-V. V II -X II I)  lub  
o śm iu  ( a n e k sy n a  VI) p o w ta rz a ją c y c h  się d o m e n  s k ła 
d a jąc y ch  się z 72 reszt a m in o k w a s o w y c h ,  w y k a z u ją 
cych w ysok ie  w za jem n e  p o d o b ie ń s tw o :  w o b rę b ie  tych 
d o m e n  z lo k a l iz o w a n e  są m ie jsca  w ią z a n ia  j o n ó w  
w a p n ia  i cząs teczek  fosfo l ip idów  [10, 15, 32-35], 
W  o d ró ż n ie n iu  od  części rdzen iow ej b ia łka ,  re jon  
N -k o ń c o w y  jes t  bardz ie j  z ró ż n ic o w a n y ,  od  11 d o  196 
reszt a m in o k w a s o w y c h ,  g ra  ro lę  regula torowa) i o d 
p o w ia d a  p r a w d o p o d o b n ie  za specyficzne funkcje  r ó ż 
nych  a n e k sy n  [33-35] ,

N ajlep ie j z b a d a n ą  a n e k s y n ą  p o d  w zg lędem  s t r u k 
tu ry  k rys ta l iczne j je s t  a n e k s y n a  V z tk a n e k  cz łow ieka ,  
szczu ra  i ku ry .  P o z n a n o  rów n ież  s t r u k tu r ę  k r y s ta l ic z 
ną  a n e k sy n  I, II, IV i VI z tk a n e k  cz łow ieka ,  w o łu  
i ku ry ,  o ra z  a n e k sy n y  XII ze stu łb i H yd ra  rulgaris  (Tab . 
1). Z e  w zg lędu  n a  d u że  p o d o b ie ń s tw o  s t r u k tu r y  pierw - 
szo rzędow ej  a n e k s y n y  te m a ją  p o d o b n ą  s t r u k tu r ę  
trzecio-  i c z w a r to rz ę d o w ą .  N a  p o d s ta w ie  p om ia rów ' 
d ic h ro iz m u  k o ło w e g o  [47 ]  s tw ie rd z o n o ,  że p r z e w a ż a 
ją c a  część ła ń c u c h a  p e p ty d o w e g o  a n e k sy n  m a  s t r u k 
tu rę  oc-helikalną. J a k  w s p o m n ia n o ,  w c z ąs tec zk a ch  
a n e k sy n  w y s tę p u je  cz te ry  lub  os iem  w y d z ie lo n y c h  
d o m e n  (o zn a czo n y c h  o d p o w e d n io  cyfram i r z y m sk im i
I-IV łub  I -V III)  (Ryc. 1). K a ż d a  z n ich  s k ła d a  się 
z p ięciu oc-helis (o z n a c z a n y c h  l i te ram i A-E), u k ł a d a j ą 
cych się d o d a t k o w o  w p r a w o s k r ę tn ą  su pe rhe l isę
0 d w ó c h  sk rę ta ch .  C z te ry  z w y m ie n io n y c h  oc-helis 
(A-D) są u ło ż o n e  w s to s u n k u  d o  siebie an ty ró w n o le g le ,  
p o d c z a s  gdy  p ią ta  (E) p r o s to p a d le  d o  p o zo s ta ły ch .  
C z ą s te c z k a  b ia łk a  jes t  p ła sk a ,  lekko  z a k rz y w io n a ,  
z d w ie m a  h y d ro f i lo w y m i p o w ie rz ch n ia m i ,  w k lęs łą
1 w y p u k łą .  N a  w ypuk łe j  po w ierzch n i  z n a jd u ją  się 
miejsca w iążące  w apń .  D o m e n y  II i III o ra z  I i IV (a 
ta k że  VI i VII o ra z  V i V III  w a n e k sy n ie  VI) są ze so b ą  
ściśle p o łą c z o n e  o d d z ia ły w a n ia m i  h y d ro fo b o w y m i  
w d w a  (lub cztery) sy m e try cz n e  m o d u ły .  P o m ięd z y  
m o d u ła m i  p rz e w a ż a ją  o d d z ia ły w a n ia  p o la rn e  i j o n o w e  
[48, 49], A n e k sy n a  VI jes t  p raw ie  d w u k r o tn ie  w iększa 
od  p o z o s ta ły c h  i s k ła d a  sie z o śm iu  d o m e n  (Ryc. 1) [48, 
49],  K a ż d a  z d w ó c h  4 - d o m e n o w y c h  części a n e k sy n y  
VI p rz y p o m in a  j e d n a k  inne  aneksyny .  P o łó w k i  b ia łk a  
są p o ło ż o n e  p r o s to p a d le  w zg lędem  siebie i p o łą c z o n e  
4 9 - a m in o k w a s o w y m  o d c in k ie m  oc-helikalnym. P o m ię 
dzy nimi tw o r z ą  się cz te ry  m o s tk i  s ia rc z k o w e  [49],  
dzięki czem u p raw ie  11 %  po w ie rz ch n i  b ia łk a  jes t  
iz o lo w a n e  od  ś ro d o w is k a  ze w n ętrznego .

A n ek sy n y  z d o ln e  są d o  o d d z ia ły w a n ia  ze so b ą  
i tw o rz e n ia  d im e r ó w  (a n e k sy n a  VII z D ic tyos te lium  
discoideum  [35 ] ,  t r im e ró w  (a n e k sy n a  V [40]),  hek- 
s a m e r ó w  (a n e k sy n a  XII  z H yd ra  rulcjaris [46 ])  i w ię k 
szych a g re g a tó w ,  co  u d o w o d n io n o  z z a s to s o w a n ie m  
ch e m ic zn e g o  s iec iow an ia  i m ik ro s k o p i i  e le k t ro n o w e j  
[44, 50, 51],

M iejsca w iążące w a p ń  w cząsteczce an e k sy n y  tw orzy  
pętla  o sekwencji G ly -d o w o ln y  a m in o k w a s - G ly - T h r  
i d o d a t k o w o  o d d z ie lo n a  od  niej o 38 reszt a m i n o 
k w a so w y c h  resz ta  A sp  (lub Glu). J o n  w a p n ia  jes t 
k o o r d y n o w a n y  przez  trzy  a to m y  t lenu  z g r u p  k ar-  
b o n y lo w y c h  w pętli i g ru p ę  k a r b o k s y lo w ą  reszty 
k w a su  a s p a r a g in o w e g o  (lub k w a su  g lu ta m in o w e g o ) ,  
a ta k ż e  cząs teczk i w ody. Sfera k o o r d y n a c y jn a  k a t io n u  
m a  ksz ta ł t  p ięc ioboczne j p iram id y ,  w k tó re j  odleg łośc i 
p o m ię d z y  a t o m a m i  w a p n ia  i t le n u  w y n o sz ą  2,4-2,7 A. 
T a k ie  miejsce w ią z a n ia  k a t io n ó w ,  c h a r a k te ry z u ją c e  
się s ta łą  p o w in o w a c tw a  w s to s u n k u  d o  C a 2+ w z a 
kresie  stężeń m ik ro -m i l im o la rn y c h ,  o k re ś la  się m ie js
cem  ty p u  II [35],  w o d ró ż n ie n iu  od  m ie jsc typu  
I o s t r u k tu r z e  ” E F  h a n d ”, w y s tę p u jąc y ch  w k a lm o d u l i -
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T a b e la  1.
K rys ta l izac ja  aneksyn.

A T k a n k a U k ła d  k rysz ta łu

P a ra m e t ry  sieciowe k o m ó rk i  e le m e n ta r 
nej k ryszta łu  (A) Symetria

A na  A.C.U.
Rozdzielczość d y 

frakcji (A)
a h c

kryszta łu

I p r o d u k t
genu*

b.d. 139,4 67,5 42,1 P212) 2, 1 2.5

II p r o d u k t
genu*

b.d. 124.7 64,5 49.4 P212 j 2 1 1 2,3

IV łożysko
ludzkie

o r to ro m b o w y 105,4 115,7 80.7 C 2 2 2 [ 1 lub 2 2.5

w ą t ro b a
wołow'a

hek sag o n a ln y 121.0 121.0 83,0 R3 1 2.5

w ydłużony  ro m b o w y 33,1 123.7 48,9 P2, 1 b.d.

w-ątroba
ku rza

trygona lny 99.4 99.4 96.2 R3 1 2.2

V p r o d u k t
genu*

izomorficzny 99.3 99,3 129.9 P 6 , 1 3.0

n a c z y 
n iów ka
ludzka

w yd łużony  ro m b o w y 83,9 80.9 71,4 P2 , 2 2,2-2,4

łożysko
ludzkie

hek sag o n a ln y 98,6 98,6 129.6 P 6 3 2 2.5

ro m b o e d ra ln y 99.6 99.6 97.2 P3 1 2.5

n e rk a heksagona lny 156,8 156,8 36.9 R3 1 2.2
szczurza

heksagona lny 93.0 93,0 125,0 P 6 322 1 b.d.

w ą t ro b a
k u rz a

t rygona lny 99.4 99.4 96.2 R3 1 2.25

VI łożysko
ludzkie

te t rag o n a ln y 68.1 68,1 256,0 P4, 1 6,0

w ą t ro b a
wołow a

tc t rag o n a ln y 68.4 68.4 209,6 P4> 1 <  10.0

XII H ydra
vulgaris

b.d. 71,2 179.2 100,7 P2 , 6 2.8

D a n e  do tyczące  3 -w ym iarow ych  k rysz ta łów  aneksyn  zaczerpn ię to  z nas tępu jących  prac: an cksyna  I [36];  a n ck s y n a  II [37]:  an eksyna  IV [38];  
a n c k s y n a  V [39-43]; an ek sy n a  VI [44. 45];  an ek sy n a  XII [46].  Skróty: A — aneksyna ;  A.C.U. (ang. asymmetric  crystal unit) —  asym etryczna  
k o m ó r k a  sieciowa kryształu ;  b.d. —  brak  danych .  * P ro d u k t  ekspresji  genu A N  X I ,  A N X I I  i A N X V z  tk an ek  ludzkich w bakter iach .

nie, t r o p o n in ie  C  i p a r w a lb u m in ie  (Ryc. 2) [33, 52], 
M ie jsca  w iążące  w a p ń  w c z ąs tec zk a ch  a n e k s y n  p r z y 
p o m in a ją  miejsce w iążące  w a p ń  w c e n t r u m  k a ta l i ty c z 
n y m  fosfo lipazy  A 2 [53],

M ie jsca  w iążące  w a p ń  ty p u  II o k a z a ły  się być też 
m ie jscam i w iążącym i fosfolipidy, b io rą c y m i udzia ł  
w tw o rz e n iu  m o s tk ó w  w a p n io w y c h  w tra k c ie  p o w ie rz 
c h n io w e g o  o d d z ia ły w a n ia  a n e k sy n  z b ło n a m i  [54. 55], 
M e c h a n iz m  w ią z a n ia  a n e k sy n  z b ło n a m i  po le g a  na 
tym , że j e d n a  z cząs teczek  w o d y  w sferze k o o r d y n a c y j 
nej k a t io n u  u lega  z a s tą p ie n iu  przez  a to m  tlenu  p o 
c h o d z ą c y  z g r u p y  fo sfo ranow e j  cząs teczk i fosfolipidu. 
W ięk sz e  p o w in o w a c tw o  a n e k s y n  w s to s u n k u  d o  fos- 
f a ty d y lo se ry n y  niż d o  inn y c h  k las  fosfo l ip idów  w y n ik a

p r a w d o p o d o b n i e  z fak tu ,  że a t o m  tlenu  w g ru p ie  
k a rb o k s y lo w e j  seryny  m oże  b ra ć  udz ia ł  w k o o r d y n a 
cy jn y m  w ią z a n iu  d o d a t k o w e g o  jo n u  w ap n ia ,  co w z m a 
g a  o d d z ia ły w a n ie  a n e k s y n y  z b łoną .  M o g ło b y  to  
t łu m a c z y ć  w zros t  p o w in o w a c tw a  b ia łk a  w s to s u n k u  
d o  C a 2+ [54],  W  cząs teczce a n e k sy n y  w ys tępu je  
je szcze  j e d n a  k lasa  miejsc w iążących  w a p ń  z w a n y c h  
m ie jsc am i typu  III ,  k tó re  w o d ró ż n ie n iu  od  ty p u  II. 
w y k a z u ją  wyższe p o w in o w a c tw o  d o  jo n ó w  l a n ta n u  
[39 ],  W  p r z y p a d k u  a n e k sy n y  V s tw ie rd z o n o ,  że w n is 
k im  s tę że n iu  j o n ó w  w a p n ia  k a t io n y  u lega ją  z w ią za n iu  
w d o m e n a c h  I, II i IV [40],  W ra z  ze w z ro s te m  stężen ia  
w a p n ia ,  d o d a t k o w y  jo n  u lega zw ią za n iu  w d o m e n ie  III 
an e k sy n y ,  d o c h o d z i  d o  z m ia n y  k o n fo rm a cy jn e j ,  w w y 
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Ryc. 1. D o m e n o w a  b u d o w a  cząsteczek 
aneksyn .  O rg an izac ja  d o m en  
w cząsteczkach  aneksyny  V (tri- 
mcr) i aneksyny  VI (dimcr) 
zw iązanych  z błoną. Cyfram i 
rzym skim i o zn a c z o n o  d om eny ,  
w obręb ie  k tó rych  zn a jd u ją  sie 
miejsca w iązan ia  C a 2" ( typu II) 
i fosfolipidów [wg 48. 49],

n ik u  k tó re j  p o je d y n c z a  resz ta  t r y p to f a n u  z n a jd u ją 
ca  się w e w n ą t rz  cząs teczk i zm ien ia  swoje po łożen ie  
o 18 A, u legając  ekspozyc ji  d o  ś r o d o w is k a  z e w n ę trz 
nego  [56],

O d d z ia ły w a n ie  an e k sy n  z b ło n ą  z a c h o d z i  bez p e n e t 
racji b ia łk a  w g łąb  d w u w a r s tw y  lip idow ej [30, 51, 57], 
a to w a rz y sz ą  m u  zm ia n y  w p o w ie rz ch n io w e j  w ars tw ie  
b ło n y  [58 ] ,  W  p r z y p a d k u  an e k sy n y  VI łączn ik  p o m ię 
dzy  d w o m a  p o łó w k a m i  cząs teczk i z a p e w n ia  o d p o w ie 
d n ią  g ię tkość  b ia łk u  [29, 59], u ła tw ia ją c ą  p r a w d o p o 
d o b n ie  u d z ia ł  tej an e k sy n y  i fuzji p ę c h e rz y k ó w  wy-

dzie ln iczych  [18, 45],
A n e k sy n y  z m ien ia ją  sw oje  ro zm iesz cz en ie  w k o m ó r 

ce, w iążąc  się z b ło n ą  p la z m a ty c z n ą  lub  b ło n a m i  
o rgane ll i  w e w n ą t r z k o m ó r k o w y c h  w' o d p o w ie d z i  na 
z m ia n y  c y to so lo w e g o  [60 -64 ]  lu b  j ą d r o w e g o  Q65] 
s tężen ia  w ap n ia ,  w w y n ik u  p o b u d z e n ia  k o m ó r k i .  
W  n ie k tó ry c h  p r z y p a d k a c h  je s t  to  z w ią za n e  z fos
fory lacją  o k re ś lo n y c h  bia łek  b ło n o w y c h  [11].  P r z y 
p o m in a  to  z a c h o w a n ie  k a lek sc y ty n y .  K a lek  scy- 
ty n a  jest  b ia łk iem  w iąż ąc y m  G T P  i w a p ń  (za w ie ra  
m ie jsca  w ią z a n ia  w a p n ia  o s t r u k tu r z e  ” E F - h a n d ” );

Trimer 
aneksyny V

Dimer 
aneksyny VI

Rvc. 2. C z w a r to r z ę d o w a  s t ru k tu ra  miejsc w iążących jo n y  w ap n ia  w cząsteczce k a lm o d u l in y  (A) i aneksyny  V (B). W s t ru k tu rz e  . .E F -h a n d "  
k a lm odu liny ,  w iązan ia  k o o rd y n a c y jn e  dla C'a2 + p o c h o d z ą  z jednego a z o m u  tlenu g łów nego  łańcucha  p o l ip ep ty d o w eg o .  pięciu a to m ó w  
tlenu  łańcuchów  bocznych  i a to m u  t lenu  z cząs teczki wody. Pętla  pom iędzy  a -he l ik sam i E i F  w cząsteczce k a lm o d u l in y  m a  s t ru k tu rę  
P-zgięcia. W miejscu w iążącym  C'a2 ‘ aneksyny  (pętla AB), w iązan ia  k o o rd y n a c y jn e  p o c h o d z ą  z trzech  a to m ó w  tlenu (reszty 
G lu -X -G lu -T h r  pętli pomiędzy coheliksami A i B) i g rupy  k a rboksy low ej  (reszta Asp pętli pom iędzy  oi-heliksami C i D) o raz  a to m ó w  
tlenu z d w óch  cząsteczek w o d y  [wg 33, 52].
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s ta n o w i  ró w n ież  s u b s t r a t  k in a zy  b ia łkow ej C. U lega  
t r a n s lo k a c j i  d o  b ło n  w w y n ik u  fosforylacji ,  a  j e d n o 
cześn ie  o k a z a ł a  się w p ły w ać  n a  a k ty w n o ś ć  k a n a łó w  
p o ta s o w y c h  w b ło n ie  f ib ro b la s tó w  o r a z  z m ien iać  p rz e 
p u sz c z a ln o ść  b ło n  d la  w a p n ia  w k o m ó r k a c h  P u rk in -  
jego [66],

III. Kanały jonowe tworzone przez aneksyny

III-l. Kanały wapniowe zależne od potencjału 
błonowego

W  c e n t r u m  cząs teczk i  a n e k s y n  z n a jd u je  się h y d ro -  
filowy k a n a ł ,  k tó r e g o  w n ę trz e  z b u d o w a n e  jes t  m iędzy  
in n y m i z o b d a r z o n y c h  ła d u n k ie m  reszt a m in o k w a s o 
w ych. W  k a n a le  ty m  z w ią za n e  są ró w n ież  cząs teczk i 
w o d y  [48, 67], P o m ia r y  z z a s to s o w a n ie m  m e to d y  
"p a tch -c la m p ” i s o n d  f luorescency jnych  św iadczą ,  że 
k a n a ł  ten  w y k a z u je  se lek ty w n o ść  w s to s u n k u  d o  jo n ó w  
w a p n ia  [24, 68], O s ta tn io  b a d a n ia  te z n a laz ły  p o tw ie r 
dze n ie  dzięk i  u z y s k a n iu  k ry sz ta łó w  a n e k sy n y  V 
w k o m p le k s ie  z p o c h o d n ą  b e n z o t io a z e p in y ,  K201
[42],  Z w iąz ek  ten  h a m u je  a k ty w n o ś ć  k a n a łu  w a p 
n io w e g o  tw o r z o n e g o  p rzez  a n e k s y n ę  w b łon ie  [69],

P o n ie w a ż  z e b r a n e  d o tą d  in fo rm ac je  tw o rz ą  o b r a z  
a n e k s y n  j a k o  b ia łek  o d d z ia łu ją c y c h  n a  p o w ie rz ch n i  
b ło n y  [1 7 ] ,  to  rodz i  się p y ta n ie ,  w ja k i  sp o s ó b  jo n y  
m o g ą  być t r a n s p o r to w a n e  p rzez  ane k sy n y .  W  p r z y 
p a d k u  izo fo rm  k in a z y  b ia łkow ej C  za leżne  od  w a p n ia  
w iąz an ie  się z b ło n ą  w yw ołu je  z n a c z n y  w zro s t  p o w in o 
w a c tw a  e n z y m u  d o  C a 2+ i regu lu je  a k ty w n o ś ć  k in a zy  
[70].  P o d o b n y  m e c h a n iz m  ak ty w a c j i  jes t  p r o p o n o w a 
ny d la  c y to so lo w y c h  p ro te in a z ,  k a lp a in  [71],

W  p r z y p a d k u  a n e k sy n y  V b a d a n ia  z z a s to s o w a n ie m  
m u ta c j i  p u n k to w y c h  i p o m ia r u  a k ty w n o ś c i  p o je d y n 
czych k a n a łó w  po zw o li ły  s tw ierdz ić ,  że m u ta c ja  
G l u l  12—>Glyl 12 w y w o łu je  z a n ik  m e c h a n iz m u  b r a m 
k o w a n ia  k a n a łu  p rzez  z m ia n y  p o te n c ja łu  b ło n o w e g o

o ra z  u t r a tę  p rzez  a n e k s y n ę  se lek tyw nośc i  w s to s u n k u  
d o  C a 2+ n a  rzecz k a t io n ó w  je d n o w a r to ś c io w y c h  [72],  
P o d o b n e  sk u tk i  w y w o ła ła  m u ta c ja  G lu 9 5 -> S e r9 5 ,  co 
sugeru je ,  że filtr se lek tyw nośc i  k a n a łu  jest  u m ie js 
c o w io n y  w je g o  części hydrofi tow ej [68],  E le m e n te m  
c z u jn ik a  p o te n c ja łu  b ło n o w e g o  jes t  ta k że  resz ta  
Arg271, zaś  resz ty  G l u l 7 i G lu78 ,  k o n t r o lu ją c  k ą t  
n ac h y le n ia  p o sz cz eg ó ln y c h  d o m e n ,  regu lu ją  p rzep ływ  
k a t io n ó w  przez  k a n a ł  hyd ro f i low y  w b ia łk u  (Ryc. 3) 
[67, 73],

P ró b u ją c  w y jaśn ić  tw o rze n ie  p o r ó w  w b łon ie  p o d  
w p ły w em  w ią z a n ia  się a n e k sy n y  V z d w u w a r s tw ą  
l ip id o w ą  p r o p o n o w a n o  p o g ląd ,  że a n e k s y n a  ze z w ią z a 
nym i jo n a m i  w a p n ia  jest  m ik ro sk o p i jn e j  w ielkości 
e l e k t r o p o r a to r e m ,  d z ia ła ją c y m  dzięki dużej lo k a ln ie  
różn icy  p o te n c ja łó w  p o m ię d z y  b ia łk iem  a  p o w ie rz c h 
n ią  d w u w a r s tw y  [74, 75], D o d a tk o w o  z a o b s e r w o w a 
no, że nie ty lk o  tw o rze n ie  k a n a łó w  przez  ane k sy n ę ,  ale 
ró w n ież  a d s o rp c ja  b ia łk a  na  b łon ie  zależy od  p o t e n c 
ja łu  b ło n o w e g o  [23 ],

III-2. Kanały anionowe

W  p r z y p a d k u  a n e k sy n y  XII z H y d ra  vulgaris , n a  
p o d s ta w ie  ana l izy  k ry sz ta łó w  tego  b ia łka ,  z a p r o p o n o 
w a n o  inny  m o d e l  o d d z ia ły w a n ia  a n e k sy n  z b łoną .  
W e d łu g  tego  m o d e lu  m o n o m e r y c z n a  a n e k s y n a  nie 
p e n e tru je  b łony. D o p ie r o  w iększe ag rega ty ,  np. hek-  
sam ery ,  s ta b i l i z o w a n e  p rzez  jo n y  w a p n ia  (Ryc. 4), 
m o g ą  w b u d o w y w a ć  się w b ło n ę  [46],  Z m ie n ia ją  on e  
lo k a ln ie  s t r u k tu r ę  b ło n y  z d w u w a rs tw o w e j  w m ice lar-  
ną, dzięki o b e c n o śc i  o s ie m n a s tu  jo n ó w  w a p n ia  na  
ob rze żu  h e k s a m e ru ,  k tó re  o d d z ia łu ją  z p o la rn y m i  
g łó w k a m i fosfo l ip idów  błonow 'ych. W c e n t ru m  h e k 
sa m e ru  o ś redn icy  100 A i g ru b o śc i  70 A z n a jd u je  się 
hyd ro f i lo w y  p o r  w ksz ta łc ie  le jka  (o średn icy  w n a j 
w iększym  m ie jscu  8 A i ca łkow ite j  d ługośc i  70 A). D o  
w n ę trz a  p o r a  w y e k s p o n o w a n e  są reszty L y s l3 2 ,

Ryc. 3. A neksyna  V j a k o  k a 
nał  w apn iow y  zależ
ny od po tencja łu  b ło
now ego  [wg 67, 73],

Glu17
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Anion

Monomery 
aneksyny XII

Hydrofilowy 
r

Jony
wapnia

100 A

Główka
fosfolipidu

Ryc. 4. H e k sa m e r  aneksyny  XII tworzy  k a n a ł  a n io n o w y  
w błonie l iposom ów . O d d z ia ły w an ie  aneksyny  
z b ło n ą  reprezen tu je  now y m ech an izm  w b u d o w y 
w an ia  białek w d w u w ars tw ę  lip idową, k tó re m u  
tow arzyszy  loka lna  zm ian a  s t r u k tu ry  b łony 
z d w uw ars tw ow ej  w micellarną.  H ydrof i low y por  
w cząsteczce aneksyny  tw orzą  reszty L ys132, 
Lysl  22 i Lysl  37 z k ażdego  m o n o m e r u  [46].  Linie 
p rzeryw ane  oznacza ją  g ranice m o n o m e ró w .

L y s l 28 i L y s l 37 (z k a ż d e g o  m o n o m e r u  bia łka) ,  co 
w a r u n k u je  se lek ty w n o ść  k a n a łu  d la  a n io n ó w .  P o d o b 
ny k an a ł ,  u tw o r z o n y  w w y n ik u  m o le k u la rn e g o  m o d e 
lo w a n ia  z cząs teczek  a n e k sy n y  V, w y k a z y w a łb y  se lek 
ty w n o ść  w s to s u n k u  d o  k a t io n ó w  [46 ] ,  Reszty lizyny 
w h e k s a m e rz e  XII b io rą  ta k że  u d z ia ł  w za le żn y m  od 
p o te n c ja łu  b ło n o w e g o  b r a m k o w a n i u  k a n a łu  [46].  
T w o rz e n ie  h e k s a m e ru  a n e k s y n y  X II  m o g ło b y  być 
u ła tw io n e  w czasie fuzji b łon  [76].

A n a l izu ją c  teo re ty cz n ie  p rze p ły w  j o n ó w  przez  k a n a ł  
w a n e k sy n ie  s tw ie rd z o n o ,  że ś r e d n ic a  p o r a  w m o n o 
m e rz e  b ia łk a  jes t  zby t  m a ła  (1 A) w p o r ó w n a n iu  z je g o  
d łu g o śc ią  (15 A), by w yjaśn ić  z m ie r z o n e  d o ś w ia d c z a l 
nie p r z e w o d n ic tw o  p o je d y n c z e g o  k a n a łu  (2,8 pA, 50 
m M  C a C l 2, 90 mV) [73],  Ś re d n ic a  ta  p o w in n a  mieć 
te o re ty cz n ie  15 A [46].  W  p r z y p a d k u  h e k s a m e ru  
a n e k s y n y  X II  d łu g o ść  p o r a  je s t  z b y t  d u ż a  (70 A), 
c h o c ia ż  je g o  ś redn ica  (8-10 A) je s t  z b l iż o n a  d o  w ar to śc i  
d o m y ś ln e j  w yliczonej te o re ty cz n ie  [46 ] .  M im o  tej 
n ie zg o d n o śc i  fak tem  jest,  że a n e k s y n y  in vitro  tw o r z ą  
w b ło n a c h  sz tucznych  i n a tu ra ln y c h ,  w y iz o lo w a n y c h  
z k o m ó r k i ,  k a n a ły  jo n o w e  o p o d o b n e j  c h a r a k te ry s ty c e  
[21-24, 34. 73, 77],

IV. Regulacja aktywności kanałów jonowych 
przez aneksyny

N ie k tó r e  z a n e k sy n  zm ie n ia ją  p rz e p u sz c z a ln o ść  
b ło n  d la  j o n ó w  p o ś re d n io ,  w p ły w a ją c  n a  inne  u k ła d y  
t r a n s p o r tu j ą c e  z lo k a l iz o w a n e  w b ło n ie  p la zm a ty c zn e j  
lub  w b ło n a c h  s a rk o p la z m a ty c z n e g o  re t ik u lu m .  R ece
p to r y  r ia n o d y n y  (RyR) tw o r z ą  r o d z in ę  w e w n ą t r z k o 
m ó r k o w y c h  k a n a łó w  u w a ln ia ją c y c h  w a p ń  z b ło n  
e n d o (s a rk o )p la z m a ty c z n e g o  r e t ik u lu m .  W  o r g a n iz 
m a c h  s sa k ó w  w y s tę p u ją  trzy  izo fo rm y  tych  k a n a łó w :

R y R l  p rz e w a ż a  w m ię śn ia ch  szk ie le tow ych ,  R y R 2  
w m ięśn iu  se rcow ym , a R yR 3 w m ózgu .  W  w iększośc i  
tk a n e k  ekspres ji  u lega więcej niż j e d n a  iz o fo rm a  RyR
[78].  R y R l ,  p o d o b n ie  ja k  inne  iz o fo rm y  k a n a łu ,  jest  
h o m o te t r a m e r e m  o m asie  cząs teczkow ej  4 x 564 k D a ,  
z cz te re m a  ściśle zw ią za n y m i c z ąs tec zk a m i  im m u n o f i -  
liny (F K B P 1 2 ) .  b ia łk a  o m asie  cz ąs teczkow ej  12 k D a
[79],  K a n a ł  ten  se lek tyw nie  p rze p u szc za  j o n y  w apn ia .  
W o b ecn o śc i  r ia n o d y n y  d o c h o d z i  d o  z m ia n y  k a n a łu  
z fo rm y  o w ysokie j p rze p u szc za ln o śc i  w fo rm ę  o niskiej 
p rze p u szc za ln o śc i  d la  k a t io n ó w .  W ięk sz o ść  l igandów , 
k tó re  reg u lu ją  a k ty w n o ś ć  RyR , ta k ich  j a k  C a 2 + , 
r i a n o d y n a ,  fosforan ,  kofeina ,  s u r a m in a ,  k a lm o d u l in a ,  
F K B P 1 2 ,  A T P ,  a d e n o z y n a  i c A D P - r y b o z a ,  o d d z ia łu je  
z d o m e n ą  c y to so lo w ą  k a n a łu  [10, 80]. J e d y n y m  z n a 
nym  d o tą d  w y ją tk iem  jest a n e k s y n a  VI, k tó r a  w iążąc  
się z b ia łk ie m  k a n a ło w y m  od  s t ro n y  e k s p o n o w a n w e j  
d o  w n ę t rz a  cys te rny  s a rk o p la z m a ty c z n e g o  re t ik u lu m  
w yw ołu je  w s tężen iach  n a n o m o lo w y c h  p ra w ie  3 -k ro t-  
ny w zro s t  p r a w d o p o d o b ie ń s tw a  o tw a r c ia  k a n a łu  i p o 
n a d  8 0 -k ro tn y  w zro s t  ś red n ie g o  czasu  o tw a r c ia  k a n a łu  
[81-83] ,

C ząs teczk i  a n e k sy n  o d z n a c z a ją  się częśc iow ą ho- 
m o lo g ią  d o  r e g u la to r a  p rz e w o d n ic tw a  b ło n o w eg o ,  
b ia łk a  C F T R  [26],  B ia łko  C F T R  jes t  k a n a łe m  c h lo r 
ko w y m , k tó r e g o  fukcja  r e g u lo w a n a  je s t  p rzez  dwie 
d o m e n y  w iążące  n u k le o ty d y  (N D B 1  i N D B 2 )  o ra z  
d o m e n ę  r e g u la to ro w ą .  P rzep ły w  jo n ó w  ch lo rk o w y c h  
za c h o d z i  ty lko  w tedy , gdy  d o m e n y  N D B  zw iążą  A T P ,  
k tó r y  u lega  n a s tę p n ie  hydro liz ie .  B ia łko  C F T R  w sp ó ł
d z ia ła  z k a n a łe m  s o d o w y m . F u n k c ja  C F T R  jes t  m o d u 
lo w a n a  p rzez  c A M P ,  k tó r y  p o w o d u je  o tw a rc ie  k a n a łu  
c h lo rk o w e g o ,  co w p ły w a  n a  częściow e z a h a m o w a n ie  
p rze p ły w u  j o n ó w  so d u  [84],  W  p r z y p a d k u  aneksyny  
IV z a o b s e rw o w a n o ,  że w iąże się o n a  d o  b ło n y  k o m ó 
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rek n a b ło n k o w y c h ,  gdzie w y s tę p u ją  k a n a ły  c h l o r k o 
we za le żn e  od  C a 2+ i p r a w d o p o d o b n ie  zm ie n ia  p ły n 
ność  i s t r u k tu r ę  b łony , h a m u ją c  a k ty w n o ś ć  tych  k a n a 
łów  [85, 86],

V. Uwagi końcowe

W  nin ie jszym  a r ty k u le  p rz e g lą d o w y m  zo s ta ły  ze 
b r a n e  d a n e  św iad czące  o tym , że a n e k sy n y ,  r o z p u s z 
cza lne  b ia łk a  w iążące  w a p ń  i fosfolipidy, są z d o ln e  do  
z m ia n y  p rze p u szc za ln o śc i  b ło n  d la  jo n ó w .  M im o ,  że 
an a l iz a  t e o re ty c z n a  w y d a je  się w sk az y w ać ,  że z a r ó w n o  
c h a r a k te r  tych  b ia łek  (rozległe p o w ie rz ch n ie  h y d ro -  
filowe), j a k  i ich b u d o w a  (a -he lik sy  w cząs teczce 
a n e k sy n y  są zb y t  k ró tk ie ,  by ca łkow ic ie  p rze ch o d z ić  
p rzez  d w u w a r s tw ę  lip idową),  nie p o z w a la ją  aneksy -  
n o m  tw o rz y ć  w b ło n ie  k a n a łó w  jo n o w y c h  w k la sy cz 
n y m  r o z u m ie n iu  tego  te rm in u .  P o tw ie r d z a ją  ten  p o 
g ląd  p e w n e  d a n e  d o św ia d c z a ln e ,  o k reś la ją ce  c h a r a k te r  
o d d z ia ły w a ń  a n e k s y n  z b ło n ą ,  j a k o  p o w ie rz ch n io w y .  
Z  d rug ie j  s t ro n y ,  d o b r z e  u d o k u m e n to w a n e  o b se rw ac je  
u zy sk an e  z z a s to so w a n ie m  m e to d y  „patch-c lam p” i sond  
f luo rescency jnych  d o  b a d a n ia  t r a n s p o r tu  k a t io n ó w ,  
m e to d y  m u ta c j i  p u n k to w y c h  i ana l izy  k r y s ta lo g ra f ic z 
nej b ia łek ,  p r o w a d z ą  d o  p rzec iw nych  w n io sk ó w .

C zy  z a te m  a n e k sy n y  są b ia łk a m i  ro zp u sz cz a ln y m i,  
k tó r e  u zy sk a ły  p ew n e  cechy  b ia łek  b ło n o w y c h ?  W e w 
n ą t r z k o m ó r k o w a  lo k a l iz ac ja  a n e k s y n  i zd o ln o ść  d o  jej 
zm ia n y  w w y n ik u  p o b u d z e n ia  k o m ó r k i  św iadczy , że 
o d d z ia ły w a n ie  z b ło n ą  p la z m a ty c z n ą  i b ło n a m i  o r g a 
nelli k o m ó r k o w y c h  m a  znaczen ie  fu n k c jo n a ln e .  Z d o l 
ność  o d d z ia ły w a n ia  z ró ż n y m i  U gandam i,  o d  bia łek  
cy to szk ie le tu  i t r a n s p o r to w y c h ,  p o  fosfolip idy i n u k -  
leo tydy , ro zsz erza  listę p ro ce só w ,  w k tó ry c h  a n e k sy n y  
m o g ą  być z a a n g a ż o w a n e  in vivo. A n ek sy n y  o d d z ia łu ją  
specyficznie p rze d e  w szys tk im  z fo s fa tydy lose ryną ,  
fosfo lip idem , k tó r y  o d g r y w a  ro lę  w fuzji b ło n  b io 
log icznych . A n e k sy n y  tw o r z ą  ta k że  n a  p o w ie rz ch n i  
b ło n y  o l ig o m e ry  i w iększe ag re g a ty ,  k tó re  szczególn ie  
w m o m e n c ie  loka lne j  z m ia n y  s t r u k tu r y  b łony ,  np. 
w tra k c ie  fuzji b łon ,  m o g ą  tw o rzy ć  k a n a ły  jo n o w e ,  j a k  
to  o p is a n o  d la  a n e k s y n y  XII.  P rzyszłe  b a d a n ia  p o w in 
ny ro zs trz y g n ąć ,  j a k i  je s t  m e c h a n iz m  tw o rz e n ia  przez  
a n e k s y n y  k a n a łó w  jo n o w y c h  w b ło n a c h  i j a k ie  jest 
znacz en ie  tego  p ro c e su  w  k o m ó rc e .
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Proteoglikany agregujące z kwasem hialuronowym

Hyaluronan aggregating proteoglycans
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I. Wstęp

P r o te o g l ik a n y  (P G )  są h e t e r o g e n n ą  g r u p ą  gliko- 
p ro te in ,  z b u d o w a n y c h  z b ia łk a  rd ze n io w eg o ,  d o  k tó r e 
go p rz y łą c z o n y  jest  ła ń c u c h  lub  ła ń c u c h y  g l ik o z o am i-  
n o g likanow e.  G l ik o z o a m in o g l ik a n y  n a to m ia s t ,  są lin io
wymi, n ie ro z g a łę z io n y m i h e te r o p o l i s a c h a ry d a m i ,  z b u 
d o w a n y m i  z p o w ta r z a ją c y c h  się d is a c h a ry d o w y c h  j e d 
nostek ,  z ło ż o n y c h  z N -a c e ty lo w a n e j  h e k s o z o a m in y ,  
zw iązanej  w ią z a n ie m  g l ik o z y d o w y m  z k w a se m  hek- 
s u r o n o w y m  b ą d ź  g a l a k to z ą  [1 -3 ] .  D o d a tk o w o ,  o p ró c z  
g l ik o z o a m in o g l ik a n ó w ,  d o  b ia łk a  rd z e n io w e g o  p ro te -  
o g l ik a n ó w  m o g ą  być p rz y łą c z o n e  ła ń c u c h y  o ligosa-  
c h a ry d o w e .  Z a r ó w n o  s k ła d n ik  b ia łk o w y  ja k  i c u k r o w y  
o d g ry w a ją  w a ż n ą  ro lę  w o d d z ia ły w a n ia c h  P G  z o t a 
cz a jąc y m  je  ś ro d o w isk ie m .  Jest to  zw ią za n e  z silnie 
a n io n o w y m  c h a r a k te r e m  g l ik o z o a m in o g l ik a n ó w  [4 ] ,  
o r a z  b a r d z o  z r ó ż n ic o w a n ą  b u d o w ą  b ia łek  r d z e n io 
wych. S t r u k t u r y  P G  o m ó w io n o  szczegó łow o  w o s t a t 
n io  o p u b l ik o w a n y c h  a r ty k u ła c h  p rz e g lą d o w y c h  [3-5] .  
D zięki sw o im  w łaśc iw ośc iom , p r o te o g l ik a n y  w p ły w a ją  
na  o rg a n iz a c ję  m a c ie rzy  p o z a k o m ó r k o w e j .  B io rą  
u dz ia ł  we w z a je m n y m  o d d z ia ły w a n iu  k o m ó r e k  [5-7] ,  
a także  o d d z ia łu ją  z c z y n n ik a m i w z ro s to w y m i,  r e g u lu 
ją c  tym  sa m y m  szereg p ro c e só w  b io c h em icz n y ch  [8-

1 Mgr, 2 prof. nadz., Katedra i Zakład Chemii Klinicznej
i Diagnostyki Laboratoryjnej, Śląska Akademia Medyczna,
ul. Jagiellońska 4, 41-200 Sosnowiec; 3 mgr. Samodzielna 
Pracownia Mikrobiologii,  Szpital Górniczy, 41-200 Sos
nowiec

- U ] ,  P ro te o g l ik a n y  w y s tę p u ją  z a r ó w n o  w o b rę b ie  
k o m ó r e k ,  j a k  i w p rzes trzen i  p o z a k o m ó r k o w e j  [12- 
-18]. W e w n ą t r z k o m ó r k o w o  zn a jd u je  się je  z a r ó w n o  
w z ia rn is to śc ia ch  w ydzie ln iczych  j a k  i w b ło n a c h  
k o m ó r k o w y c h  (tzw. p ro te o g l ik a n y  t r a n s m e m b r a n o -  
we). P o z a k o m ó r k o w o ,  p r o te o g l ik a n y  s ta n o w ią  i s to tn y  
sk ła d n ik  su b s tan c j i  p o d s ta w o w e j  m ac ie rzy  z e w n ą trz -  
k o m ó r k o w e j  i b ło n  p o d s ta w n y c h  [12].  P G  p r o d u k o 
w a n e  są p r a w d o p o d o b n ie  p rzez  w szys tk ie  ro d z a je  
k o m ó r e k  zw ierzęcych  [19-23] .

G r u p a  p r o te o g l ik a n ó w  ag re g u jąc y ch  z k w a se m  h i a 
lu r o n o w y m  (P A K H ) ,  w y k az u je  z n a cz n e  z r ó ż n ic o w a 
nie. Z ró ż n ic o w a n ie  to  s p o w o d o w a n e  jes t  ró ż n y m  r o z 
m ieszczen iem  tych  m o le k u ł  w o rg an izm ie ,  ró ż n ą  w iel
kośc ią  b ia łk a  rdze n io w eg o ,  o ra z  ilością i r o d z a ja m i  
p rzy łą cz o n y ch  d o  b ia łk a  rd z e n io w e g o  ła ń c u c h ó w  gli- 
k o z o a m in o g l ik a n o w y c h  o raz  o l ig osacharydow ych .  I s t 
nieje j e d n a k  szereg cech w sp ó ln y c h  d la  P A K H .  D o  
cech tych  za licza  się:
1. ag regac ję  b ia łk a  rd z e n io w e g o  z kw ase m  h i a l u r o n o 
w ym  za  p o ś re d n ic tw e m  k o ń c a  a m in o w e g o  w s p o m n i a 
n ego  bia łka .
2. k o n s e rw a ty w n ą  b u d o w ę  d o m e n y  C- i N -k o ń c o w e j  
b ia łk a  rdzen iow ego .
3. p rzy łą cz an ie  ła ń c u c h ó w  c h o n d r o i ty n o s ia r c z a n o -  
w ych  d o  d o m e n y  cen tra lne j  b ia łk a  rd ze n iow ego .

II. Budowa białka rdzeniowego

W s p ó ln ą  cechą  P A K H  jes t  t r ó jd o m e n o w a  b u d o w a  
b ia łk a  rd ze n io w eg o  [4 ]  (Ryc. 1). P ie rw sza  z w y m ie n io 
nych  d o m e n ,  z w a n a  H B R  (ang. hyaluronan  hinding  
region),  zn a jd u je  się n a  k o ń c u  a m in o w y m  b ia łk a  
rdze n io w eg o ,  i to  dzięki niej m oż liw e jest łączen ie  się 
p ro te o g l ik a n ó w  z k w a se m  h ia lu r o n o w y m  [4, 24], 
Ś r o d k o w ą  część o m a w ia n e g o  b ia łk a  za jm u je  d o m e n a

POSTĘPY B I O C H E M I I  4 4 ( 3 ) ,  1998 245http://rcin.org.pl



Ryc. 1. Schem at  b u d o w y  p ro te o g l ik a n ó w  agregujących z kw asem  
h ia lu ronow ym . Sym bol H B R  oznacza  N -k o ń c o w ą  d o m en ę  
b ia łka  rdzeniowego, agregu jącą  z kw asem  h ia lu ronow ym . 
G B R  o znacza  d o m e n ę  cen tra lną ,  d o  której  p rzy łączone są 
łańcuchy g l ikozoam inog l ikanow e ,  n a to m ia s t  SHL oznacza  
d o m e n ę  se lektynową. W wersikanie, czarnym  k w a d ra te m  
z azn a czo n o  występujący  u k u r  segm ent „plus" (wg [4]  i [24],  
zmodyfikowany).

G B R  (ang. g lycosam inog lycans  binding region), do  
k tó re j  p rzy łą cz a ją  się ła ń c u c h y  g l ik o z o a m in o g l ik a n o 
w e o r a z  ła ń c u c h y  o l ig o s a c h a ry d o w e .  T rz ec ia  i o s ta tn ia  
d o m e n a  —  z w a n a  se le k ty n o w ą  —  zn a jd u je  się na

k o ń c u  k a rb o k s y lo w y m  b ia łk a  rd zen iow ego  [4 ] ,  W szy s
tk ie  d o m e n y ,  za  w y ją tk iem  ś ro d k o w e j  a g r e k a n u ,  neu -  
r o k a n u  i b re w ik a n u ,  z b u d o w a n e  są z m n ie jszych ,  
s t r u k tu r a ln ie  i fu n k c jo n a ln ie  ró żn y c h  s e g m e n tó w  [4].  
I tak ,  H B R  —  p ie rw sza  d o m e n a  P A K H ,  z ło ż o n a  jest  
z t rzech  se g m en tó w .  L icząc o d  k o ń c a  a m in o w e g o ,  
k o le jn o  u ło ż o n e  są: se g m en t  o b u d o w ie  p o d o b n e j  d o  
n a d r o d z in y  im m u n o g lo b u l in ,  o ra z  d w a  po  nim n a 
s tęp u jące  s e g m en ty  g lo b u la rn e ,  k tó r e  łą cz ą  p ro te o -  
g l ik a n y  z k w ase m  h ia lu r o n o w y m  [4 ] ,  N a  w y so k o śc i  
N -k o ń c o w e j  d o m e n y  H B R , w y s tę p u je  d o d a t k o w e  b ia ł 
ko, tzw. b ia łk o  łączące  (ang. link protein),  k tó r e g o  ro lą  
je s t  s tab i l izac ja  w ią z a n ia  p ro te o g l ik a n ó w '  z k w a se m  
h ia lu r o n o w y m  [24, 25]  (Ryc. 2). W szy s tk ie  se g m en ty  
d o m e n y  H B R  tw o rz ą  c h a r a k te ry s ty c z n e  pętle  [2 4 ]  
(Ryc. 2). D o m e n a  c e n t r a ln a  p r o te o g l ik a n ó w  a g r e g u ją 
cych z k w a se m  h ia lu r o n o w y m  u tw o r z o n a  je s t  z j e d 
nego  s e g m en tu ,  z w y ją tk iem  w e rs ik a n u ,  k tó r e g o  d o m e 
n a  G B R  dzieli się n a  d w a  segm enty :  G B R - a  i G B R -/Ż  
T a k a  b u d o w a  d o m e n y  G B R  w e r s ik a n u  w y s tę p u je  
j e d n a k  ty lk o  w pełnej izo fo rm ie  w s p o m n ia n e g o  b ia łka ,  
o k tó re j  będzie m o w a  w dalszej części pracy .  
C - k o ń c o w a  d o m e n a ,  w za leżnośc i  od  r o d z a ju  p r o te o -  
g l ikanu ,  sk ła d a  się z trzech  lub  cz te rech  s e g m en tó w .  
L icząc od  k o ń c a  a m in o w e g o  w s p o m n ia n e j  d o m e n y ,  
j a k o  p ierw szy  w ys tępu je  se g m en t  o b u d o w ie  p o d o b n e j  
o n a s k ó rk o w e g o  c z y n n ik a  w z ro s to w e g o  (E G F ).  W  b ia 
łk u  rd z e n io w y m  w ers ik a n u ,  a g r e k a n u  i n e u r o k a n u  
se g m en t  ten  w ys tępu je  p o d w ó jn ie .  W dalszej ko le jnośc i  
u s y tu o w a n y  jes t  se g m en t  l e k ty n o p o d o b n y ,  n a to m ia s t  
na  k o ń c u  k a r b o k s y lo w y m  d o m e n y  se lek ty n o w e j  o ra z  
całej nici b ia łkow ej leży —  j a k o  o s ta tn i  se g m en t  
o b u d o w ie  p o d o b n e j  d o  b ia łk a  reg u lu jące g o  d o p e ł 
n iacz  [4, 24] (Ryc. 1).

Z  cz te rech  p ro teo g l ik an ó w ' g ru p y  P A K H ,  w e rs ik a n  
p o s ia d a  na jw iększe  b ia łk o  rdzen iow e.  M a s a  tej s t r u k 
tu ry  w a h a  się w g ra n ic a c h  74— 370 k D a  i z a le żn a  jest  
o d  izo fo rm y,  w jak ie j  o m a w ia n e  b ia łk o  w ystępu je .  
D o ty c h c z a s  o d k r y to  cz te ry  iz o fo rm y  b ia łk a  r d z e n io 

Kwas hialuronowy 

B
SEL

białko łączące

Ryc. 2. D w u w y m ia ro w y  schem at  u łożenia  białek rdzen iow ych  P A K H .  O k reg iem  H BR 
o zn a c z o n o  d o m e n ę  HBR. O k rę g  B o znacza  drugie  t a n d e m o w e  pow tó rzen ie  
p o d je d n o s te k  g lobu la rnych ,  w ys tępu jących  ty lko  w agrekanie .  G r u b ą  cz a rn ą  linią 
o zn a c z o n o  d o m e n ę  cen t ra ln ą  (GBR). O k rę g  S EL  obe jm uje  C -k o ń co w ą  d o m en ę  
se lek tynow ą (wg [24] i [25],  zm odyfikowany).
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w ego  w ers ik a n u :  V0, V I ,  V2, V3 [26].  R óżn ice  p o m ię 
dzy  n im i w y n ik a ją  z o b ec n o śc i  lub  n ie o b ec n o śc i  seg
m e n tó w  G B R - a  i G B R -/J  w d o m e n ie  G B R  b ia łk a  
r d z e n io w e g o  [4, 26-29], P e łne  b ia łk o  rdzen iow e ,  bez 
ja k ic h k o lw ie k  delecji, o k re ś lo n e  je s t  j a k o  iz o fo rm a  V0 
(370 kD a) .  B rak  s e g m e n tu  G B R - x  w d o m e n ie  G B R ,  
o b n iż a  m a sę  b ia łk a  rd z e n io w e g o  d o  263 k D a  i w tedy  
iz o fo rm a  ta  o k r e ś lo n a  jes t  sy m b o le m  V I.  Z  kolei, 
sy m b o l  V2 o zn a cz a ,  iż b ia łk o  rd z e n io w e  p o z b a w io n e  
jes t  s e g m e n tu  G B R -/J  w d o m e n ie  ś ro d k o w e j  i w ó w cza s  
je g o  m a s a  zm n ie jsza  się d o  180 k D a .  Iz o fo rm a  V3, 
k tó re j  m a s a  w ynos i  70 k D a ,  p o z b a w io n a  je s t  ca ł 
kow ic ie  d o m e n y  cen tra lne j ,  w o b e c  czego  w e rs ik a n  
is tn ie jący  w izo fo rm ie  V3 jes t  s a m y m  b ia łk iem  r d z e n io 
w ym , e w e n tu a ln ie  g l ik o p ro te in ą ,  lecz nie p ro te o g l ik a -  
n e m  p o n ie w a ż  nie p o s ia d a  w ó w cza s  sekw encji  m o g ą 
cych  p rzy łączyć  ła ń c u c h y  g l ik o z o a m in o g l ik a n o w e .  
Z  a k o i w s p. [2 7 ]  o d k ry l i  u k u r  d o d a t k o w y  seg m en t  
d o m e n y  ce n tra ln e j  w e rs ik a n u ,  k tó r y  nazw ali  s e g m e n 
te m  „ p lu s” (Ryc. 1). S t r u k t u r a  ta ,  u s y tu o w a n a  jes t  na  
N - k o ń c u  d o m e n y  G B R . B a d a n ia  w ykaza ły ,  iż se g m en t  
„ p lu s” istnieje  u k u r  w ok res ie  e m b r io n a ln y m ,  we 
w szys tk ich  iz o fo rm a c h  b ia łk a  rd z e n io w e g o  w ers ik a n u .  
U d o jrz a ły c h  o s o b n ik ó w  se g m en t  „p lu s” w ys tępu je  
ty lk o  w iz o fo rm a c h  V0 i V2 [27],  O m a w ia n y  se g m en t  
w y k a z u je  d u że  p o d o b ie ń s tw o  s t r u k tu r a ln e  d o  o b s z a ru  
w iąż ąc eg o  ła ń c u c h y  k e r a ta n o w e  w d o m e n ie  G B R  
a g r e k a n u  [27],  B ia łko  rd ze n io w e  w e rs ik a n u  p rzy łą cz a  
w o b rę b ie  d o m e n y  G B R  o k o ło  30 ła ń c u c h ó w  g l ik o z o a -  
m in o g ł ik a n o w y c h  (s ia rc zan u  c h o n d r o i ty n y  i / lu b  s ia r 
c z a n u  d e r m a ta n u ) .  O p r ó c z  w y m ie n io n y c h  ro d z a jó w  
g l ik o z o a m in o g l ik a n ó w ,  d o  b ia łk a  rd z e n io w e g o  m o g ą  
być p rz y łą c z o n e  w iąz an iem  O -  lub  N - g l ik o z y d o w y m  
ła ń c u c h y  o l ig o s a c h a ry d o w e ,  z a r ó w n o  w o b rę b ie  d o 
m e n y  G B R  ja k  i p o z a  n ią  [4, 26, 27], K o le jn ą  
c h a r a k te ry s ty c z n ą  cechą  b ia łk a  rd z e n io w e g o  w e rs ik a 
n u  je s t  n ie o b e c n o ść  reszt cy s te i low ych  o r a z  d u ż a  
z a w a r to ś ć  reszt a m in o k w a s o w y c h  o c h a r a k te rz e  k w a 
so w y m  w o b rę b ie  d o m e n y  cen tra ln e j  [4],

D ru g im  po  w ers ik a n ie  P A K H ,  z uw agi n a  m a sę  
cz ą s te c z k o w ą  b ia łk a  rd z e n io w e g o  w y n o sz ą c ą  220 k D a

jes t  a g r e k a n  (Ryc. 1). J e d n a k  ze w zględu  n a  d u ż ą  
z a w a r to ś ć  s k ła d n ik a  cu k ro w e g o ,  P G  ten p o s ia d a  n a j 
w iększą  m asę  [4, 24, 30, 31]. P o n a d  100 ła ń c u c h ó w  
g l ik o z o a m in o g l ik a n o w y c h  p rzy łą cz o n y ch  je s t  d o  d o 
m eny  G B R  a g re k a n u ,  z czego  p rzy t ła c z a ją c ą  w iększość  
s ta n o w ią  ła ń c u c h y  c h o n d r o i ty n o s ia r c z a n o w e ,  resz tę  
zaś ła ń c u c h y  k e r a ta n o s i a r c z a n o w e  (Tab . 1). T e  
o s ta tn ie  w y s tę p u ją  p rzy  k o ń c u  a m in o w y m  d o m e n y  
cen tra lne j .  D o d a tk o w o ,  w o b rę b ie  d o m e n y  G B R  i p o z a  
nią, m o g ą  być p rzy łą cz o n e  ła ń c u c h y  o l ig o s a c h a r y d o 
we. N a jb a rd z ie j  z a u w a ż a ln ą  ró żn ic ą  w b u d o w ie  a g r e 
k a n u  w s to s u n k u  d o  innych  P A K H ,  jest  o b e c n o ś ć  
d ru g ie g o  d u b le tu  s e g m e n tu  g lo b u la rn e g o  d o m e n y  
H B R  (Ryc. 1). N ie  je s t  z n a n a  fu n k c ja  w s p o m n ia n e j  
s t ru k tu ry ,  lecz w ia d o m o ,  iż nie łączy się o n a  z k w a se m  
h ia lu r o n o w y m  [4, 24], D o m e n a  c e n t r a ln a  b ia łk a  r d z e 
n io w eg o  a g r e k a n u  jes t  w zn a c z n y m  s to p n iu  z b l iż o n a  
w ie lkośc ią  d o  s e g m e n tu  G B R -/ /  w ers ik a n u ,  z tą  ty lk o  
różn icą ,  że w p ie rw szym  z w y m ie n io n y c h  P G  w y 
s tępu je  więcej sekw encji  S er-G ly ,  d o  k tó ry c h  p r z y łą 
czane  są ła ń c u c h y  g l ik o z o a m in o g l ik a n o w e .  K o le jn ą  
c h a r a k te ry s ty c z n ą  cechą  b ia łk a  rd ze n io w eg o  a g r e k a n u  
jest m o ż l iw o ść  n ie w y s tę p o w a n ia  j e d n e g o  z d w ó c h  
se g m e n tó w  E G F - p o d o b n y c h  w C -k o ń co w e j  d o m e n ie  
se lek tywnej,  co jes t  zw ią za n e  ze z jaw isk iem  a l t e r n a t y w 
n ego  s k ła d a n ia  m R N A  (ang. alternative  splicing).  Z j a 
w isko  to  nie d o ty c zy  p o z o s ta ły c h  p r o te o g l ik a n ó w  
o m a w ia n e j  g ru p y  [32, 33].

K o le jn y m  p r o te o g l ik a n e m  z g ru p y  P A K H  je s t  w y 
s tę p u ją cy  w u k ła d z ie  n e rw o w y m  n e u r o k a n  (Ryc. 1). 
M a s a  c z ąs tec zk o w a  b ia łk a  rd ze n io w eg o  tego  P G  
w ynosi  136 k D a  (Tab. 1). N e u r o k a n  p o s ia d a  d u ż o  
m n ie jszą  d o m e n ę  c e n t r a ln ą  b ia łk a  rd z e n io w e g o  w p o 
r ó w n a n iu  z wcześniej o p isa n y m i p ro te o g l ik a n a m i .  
D o m e n a  ta  m oże  p rzy łączyć  d o  s iedm iu  ła ń c u c h ó w  
c h o n d r o i ty n o s ia r c z a n o w y c h  [25, 34]. W  m ia rę  d o j 
rze w a n ia  o rg a n iz m u ,  b ia łk o  rd ze n io w e  n e u r o k a n u  
u lega  p rze b u d o w ie .  E n z y m y  p ro te o l i ty c z n e  s to p n io w o  
sk ra c a ją  d o m e n ę  N - k o ń c o w ą  (o b e jm u jąc ą  s e g m e n t  
im m u n o g lo b u l in o p o d o b n y  o ra z  ta n d e m o w e  p o w t ó 
rzenie s e g m e n tó w  g lo b u la rn y c h )  tak ,  iż u d o j r z e w a ją 

Tabela 1.
C h a ra k te ry s ty k a  p ro te o g l ik a n ó w  agregu jących  z kw asem  h ia lu ro n o w y m . CS — siarczan cho n d ro i ty n y ,  DS —  siarczan d e rm a ta n u ,  
KS —  siarczan k e ra ta n u

PG
Białko

rdzen iow e
(kDa)

Rodzaj
łańcucha

G A G

Liczba
łańcuchów

G A G

Lokal izacja
genu

W y s tępow an ie

W ers ikan 74-370 CS DS 10-30 5 q 12 -5 q 14 naczynia  k rw ionośne ,  
t k a n k a  nerw ow a, 
ch rząs tk a

A grekan 220 CS KS -  100 1 5q26 chrząs tka ,  
t k a n k a  nerw ow a, 
naczynia  k rw ionośne

N e u ro k a n 136 CS 3-7 — tk a n k a  n e rw ow a

Brewikan 100 CS 1-3 — tk a n k a  nerw ow a
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cych o s o b n ik ó w  d o m e n a  ta  ju ż  nie w ystępuje .  N ie  
w y ja ś n io n o  d o tą d  p rzyczyn  tego  z jaw isk a  [35],

N a jm n ie js z y m  o ra z  na jp ó źn ie j  i najs łab ie j p o z n a 
n y m  P A K H  je s t  b re w ik a n  (Ryc. 1). D w ie  c h a r a k te r y s 
tyczne  cechy  b u d o w y  w y ró ż n ia ją  b ia łk o  rd ze n io w e  
b r e w ik a n u  (m.cz. 100 k D a )  s p o ś r ó d  in n y c h  P G  o m a 
w ianej g rupy .  M o le k u ła  ta  p o s ia d a  b a r d z o  k r ó tk ą  
d o m e n ę  c e n t r a ln ą  o ra z  ty lko  je d e n  se g m en t  E G F -  
- p o d o b n y  w d o m e n ie  se lek tynow ej.  W  o b rę b ie  d o m e n y  
G B R  p rzy łą cz a  się 1-3 ł a ń c u c h ó w  g l ik o z o a m in o g -  
l ik a n o w y c h  ( c h o n d ro i ty n o s ia rc z a n o w y c h ) .  D o m e n a  
G B R  c h a ra k te ry z u je  się d u ż ą  z a w a r to ś c ią  reszt am i-  
n o k w a s o w y c h  o c h a r a k te rz e  k w a so w y m ,  szczególn ie  
k w a su  g lu ta m in o w e g o ,  k tó r y  m o ż e  służyć j a k o  miejsce 
p rz y łą c z a n ia  su b s tan c j i  o c h a r a k te rz e  k a t io n o w y m  
[4, 36],

III. Struktura genów PAKH

G e n y  k o d u ją c e  b ia łk a  rd ze n io w e  o m a w ia n e j  g r u p y  
p r o te o g l ik a n ó w  c h a r a k te ry z u ją  d u ż o  w iększe w z a je m 
ne różn ice  w p o r ó w n a n iu  z ro zb ie żn o śc ia m i,  j a k ie  
w y s tę p u ją  w b u d o w ie  g e n ó w  m a ły ch  p r o te o g l ik a n ó w  
ś ró d m ią ż sz o w y c h  [37],  W  g ru p ie  P A K H  istn ie ją  r o z 
bieżności,  z a r ó w n o  co d o  w ielkości genów , ja k  i ilości 
i ro zm ieszczen ia  sekwencji  k o d u ją c y c h  i n ie k o d u ją -  
cych. N a jw ię k sz y m  genem  k o d u ją c y m  b ia łko  r d z e n io 
we P A K H  je s t  gen k o d u ją c y  b ia łk o  w ers ik a n u .  G e n  ten  
zn a jd u je  się w d łu g im  ra m ie n iu  c h r o m o s o m u  5, locus 
5 q l 2 - 5 q l 4  [38].  W je g o  sk ła d  w ch o d z i  p o n a d  90 kpz, 
z czego b lisko  12 k p z  z a jm u ją  sekw encje  k o d u ją c e ,  
k tó re  rozm iesz cz o n e  są na  15 ek s o n a c h .  P o z o s ta łe  78 
k p z  s ta n o w i  14 i n t r o n ó w  [38 ],  P r o m o t o r  genu  z a w ie ra  
sekw encje  T A T A  w pozycji  16 pz, licząc od  m ie jsca  
p o c z ą tk u  t ran sk ry p c j i ,  o r a z  szereg  c i s -a k ty w n y ch  se k 
wencji, leżących w k ie ru n k u  5’ w s to s u n k u  d o  s e k w e n 
cji T A T A  [39],  E k so n  1 i c z ę ś ć e k s o n u  15-go nie k o d u ją  
in fo rm ac ji  o b ia łku  rd ze n io w y m , n a to m ia s t  w p o z o s 
ta łych  e k s o n a c h  z a p is a n a  jes t  s k o m p l ik o w a n a ,  m o d u 
ło w a  s t r u k tu r a  k o m p o n e n tu  b ia łk o w e g o  w e rs ik a n u  
[38, 39], O p is y w a n y  wcześniej se g m en t  „ p lu s” , w y 
s tę p u ją cy  w w ers ikan ie ,  k o d o w a n y  jes t  p rzez  ten  sa m  
ekson ,  n a  k tó r y m  z a p is a n a  jes t  in fo rm a c ja  o segm enc ie  
G B R - a  (ekson  7). C h o ć  s u g e ro w a ło b y  to , iż se g m en t  
„ p lu s” będzie  w y s tę p o w a ł  ty lk o  w iz o fo rm a ch  V() i V2, 
to  s tw ie rd z o n o ,  że o m a w i a n a  s t r u k tu r a  w y s tę p u je  we 
w szys tk ich  iz o fo rm a ch  w e rs ik a n u  [27],  E k so n ,  na  
k tó r y m  z a p is a n a  jest sekw enc ja  s e g m e n tu  „ p lu s” o r a z  
se g m e n tu  G B R - a  b ia łk a  rd ze n io w eg o ,  z a c h o w u je  się 
częśc iow o j a k  „ p s e u d o  in t r o n ”. W  trak c ie  m odyf ikac ji  
p o t r a n s k r y p c y jn y c h ,  w y c in a n a  zos ta je  z e k s o n u  s ió d 
m e g o  ta  je g o  część, n a  k tó re j  z a p is a n a  je s t  in fo rm a c ja  
o  segm enc ie  G B R -a .  P o w s ta ją  w ó w cza s  d o d a t k o w o  
iz o fo rm y  VI i V3 b ia łk a  rdze n io w eg o ,  zaw ie ra jąc e  
se g m en t  „p lu s” [27],

G e n  k o d u ją c y  b ia łk o  a g r e k a n u ,  je s t  m nie jszy  o d  
genu  k o d u ją c e g o  b ia łk o  rd ze n io w e  w ers ik a n u .  S t r u k 
tu r a  ta  z n a jd u je  się na  d łu g im  r a m ie n iu  c h r o m o s o m u

15 locus  q26  [4],  W ie lkość  g en u  w p rzy b l iżen iu  w ynosi 
52.8 kpz,  z czego  7.8 kp z  za jm u je  19 e k s o n ó w .  p o z o s 
ta łe  45 kp z  dzieli m iędzy  siebie 18 i n t r o n ó w  [40],  
Z  p rz y to c z o n y c h  d a n y c h  w y n ika ,  że z a r ó w n o  ca ły  gen 
a g r e k a n u  j a k  i s u m a  w ielkości p o s z c z e g ó ln y c h  e k s 
o n ó w ,  są b lisko  o p o ło w ę  m nie jsze  niż a n a lo g ic z n e  
sekw encje  w genie w ers ik a n u .  W ięk sz a  n a to m ia s t  
l iczba sekw encji  k o d u ją c y c h  w genie  a g r e k a n u ,  k o r e lu 
je  z bardz ie j  s k o m p l ik o w a n ą  b u d o w ą  b ia łk a  r d z e n io 
w ego  tego  P G .  D w a  sk ra jn e  e k s o n y  k o ń c a  5’ i 3’ 

p o d o b n ie  j a k  w w ers ik a n ie  —  nie n io są  in fo rm ac j i  
o b ia łk u  rd z e n io w y m  [38-40] .  W  reg ion ie  p r o m o t o r a  
g en u  a g r e k a n u  b ra k  jest sekwencji  T A T A ,  za  to  o b sz a r  
ten  b o g a ty  jes t w sekw encje  G C ,  k tó re  s t a n o w ią  aż 
6 5 %  reg io n u  p r o m o t o r a  [41],  O p r ó c z  tego , p r o m o t o r  
g en u  p o s ia d a  ty lko  trzy  m ie jsca  w iążące  czynn ik i  
t ran sk ry p c y jn e :  d w a  d la  g l i k o k o r ty k o s t e r o id ó w  i je d e n  
d la  Spl [41],  R óżnice  w b u d o w ie  g en u  d la  b ia łk a  
rd z e n io w e g o  a g r e k a n u  p o m ię d z y  gen e m  lu d z k im  a k u 
rzym , szczurzym , m ysim  i w o ło w y m , są s to s u n k o w o  
niewielkie. P o d o b ie ń s tw o  tych  s t r u k t u r  w a h a  się 
w g ra n ic a c h  70 -9 0 %  [30, 40-47],  W ied z a  n a  te m a t  
b u d o w y  g e n ó w  k o d u ją c y c h  b ia łk a  rd z e n io w e  d la  p o 
zo s ta ły ch  d w ó c h  p r o te o g l ik a n ó w  —  n e u r o k a n u  i b r e 
w ik a n u  —  jes t  uboższa .  G e n  d la  p ie rw sz eg o  z w y m ie 
n io n y c h  P G  z o s ta ł  d o b r z e  p o z n a n y  je d y n ie  u m yszy 
[34],  Z b u d o w a n y  jest  o n  z 25 k p z  i z a w ie ra  15 e k s o n ó w  
czyli tyle ile gen k o d u ją c y  b ia łko  rd z e n io w e  w ers ik a n u .  
P o d o b ie ń s tw o  o b u  w y m ie n io n y ch  g e n ó w  d o ty c z y  t a k 
że w ielkości sekwencji  k o d u ją c y c h ,  w ś ró d  k tó r y c h  aż 
os iem  e k s o n ó w  m a  id e n ty c z n ą  ilość p a r  z a sa d  [34, 48], 
P o m im o  tych p o d o b ie ń s tw ,  ró ż n ic a  w w ielkości p o 
m iędzy  o b y d w o m a  g en a m i  je s t  z n a cz ąc a .  S p o w o d o w a 
ne jes t  to  z n a c z n ą  ró żn ic ą  w ielkości in t r o n ó w  g e n ó w  
w e rs ik a n u  i n e u r o k a n u .  R egion  p r o m o t o r a  g e n u  k o d u 
ją c e g o  b ia łk o  rd ze n io w e  n e u r o k a n u  z b u d o w a n y  jest  
z o k o ło  1000 pz, i z a w ie ra  r a m k ę  T A T A  w pozycji  
-26 pz, o ra z  szereg miejsc c i s -a k ty w n y ch ,  d o  k tó ry c h  
p rz y łą c z a n e  są czynn ik i  t r a n s k r y p c y jn e  [34],

G e n  b ia łk a  rd ze n io w eg o  b r e w ik a n u  m yszy  z b u d o 
w a n y  je s t  z 13.7 kpz, w sk ła d  k tó r y c h  w c h o d z i  14 
e k s o n ó w .  O tw a r t a  r a m k a  o d c z y tu  m R N A ,  p o s ia d a  
2649 pz, k o d u ją c  883 reszty  a m in o k w a s o w e  [49],  
W  reg ion ie  p r o m o t o r a  genu  b r e w ik a n u  b ra k  jes t 
sekw encji  T A T A , lecz z kolei o b s z a r  ów  b o g a ty  jes t 
w sekw encje  G C  [49],  Y a m a d a  i w s p .  [5 0 ]  zsek- 
w en c jo n o w a l i  c D N A  b re w ik a n u  w olu ,  k tó r y  to  c D N A  
sk ła d a  się 3300 pz, z czego  2736 pz  s tanow a o tw a r t a  
r a m k a  od cz y tu ,  k o d u ją c a  912 a m in o k w a s ó w .  K o m 
p le m e n ta r n y  D N A ,  p o d o b n e j  w ielkości ,  z n a le z io n o  
ta k że  w m ó z g u  szczu ra  [50],

G e n y  k o d u ją c e  b ia łk a  rd z e n io w e  P A K H  przeszły  
p roces  ewolucji.  Ich ek s o n y  zos ta ły  b ą d ź  to  p r z e t a s o 
w ane , b ą d ź  d u p l ik o w a n e  lub  też a m p l i f ik o w a n e .  D z ię 
ki te m u  p o w s ta ły  now e, h y b r y d o w e  b ia łk a ,  czasem  
z o d m ie n n y m i  w łaśc iw ośc iam i [4],  R óżn ice  w lo k a l iz a 
cji c h r o m o s o m a ln e j  w sk a z u ją  n a  w czesne  „ ro z b ie g 
n ięcie” się g e n ó w  po  c h r o m o s o m a c h  [4 ] ,  A na l iza

248 POSTĘPY B I O C H E M I I  4 4 ( 3 ) ,  1 998http://rcin.org.pl



3 ’ gen wersikanu

gen agrekanu

gen neuro kanu

gen b re w ik anu

Ryc. 3. Schem at  b u d o w y  genów  k o d u jący ch  b ia łko  rdzen iow e P A K H . Z a z n a c z o n o  obszary  p o dobne ,  
w spólne  d la  w ers ikanu , ag rek an u ,  n e u r o k a n u  i b rew ikanu . Sym bol HBR oznacza  g ru p ę  eksonów  
k odu jących  N -k o ń c o w ą  d o m e n ę  b ia łk a  rdzen iow ego . Symbol SF.L o znacza  eksony, k tó re  niosą 
inform ację  o C -końeow cj  d o m e n ie  sc lektynowej.  N u m ery  p o n a d  eksonam i  okreś la ją  ich kolejność, 
licząc od  k o ń c a  5'genu.  Liczby zaw a rte  p o d  e k s o n am i  okreś la ją  ilość p a r  zasad  d an eg o  e k s o n u  (wg 
[4],  zmodyfikowany).

ro zm iesz cz en ia  i w ielkości sekw encji k o d u ją c y c h  i nie- 
k o d u ją c y c h  w g e n a ch  w e rs ik a n u ,  a g re k a n u ,  n e u r o 
k a n u  i b re w ik a n u ,  u k az u je  ścisłe p o d o b ie ń s tw o  k o ń 
ców  5" i 3’, co oczyw iście w iąże się ta k że  z b a r d z o  
p o d o b n ą  b u d o w ą  C- i N -k o ń c o w y c h  o b s z a r ó w  bia łek  
rd z e n io w y c h  w y m ie n io n y c h  P G . Z  sześciu e k s o n ó w  
k o d u ją c y c h  N -k o ń c o w y  reg ion  H B R , e k s o n y  3-6 m a ją  
j e d n a k o w ą  ilość p a r  za sa d  o r a z  są w tych sa m y ch  
fazach  k o d o n u  (Ryc. 3). W y ją tk ie m  są geny  a g r e k a n u  
i b re w ik a n u .  T rzec i e k s o n  w y m ie n io n y c h  s t r u k tu r  
p o s ia d a  —  w p r z y p a d k u  a g r e k a n u  —  o dziewięć 
n u k le o ty d ó w  więcej niż p o zo s ta łe ,  n a to m ia s t  w p rz y 
p a d k u  b r e w ik a n u  o d w a  n u k le o ty d y  m niej w s to s u n k u  
d o  w e rs ik a n u  i n e u r o k a n u .  J e d n a k  s t r u k tu r a  ta  z a 
c h o w u je  w sp ó ln ą  w szy s tk im  cz te re m  e k s o n o m  fazę 
k o d o n u .  Ś ro d k o w e  e k s o n y  4 i 5 w y m ie n io n e g o  o b s z a ru  
genu ,  k o d u ją  d w a  p o w tó r z e n ia  (ok. 100 a m in o k w a 
sów), k tó re  łączą  P G  z k w ase m  h ia lu ro n o w y m .  D ru g a  
faza  k o d o n u ,  w y s tę p u ją c a  m iedzy  e k s o n a m i  4 i 5, 
u n ie m o ż l iw ia  a l te r n a ty w n e  s k ła d a n ie  (ang. alternative  
splicing)  lub  d u p l ik a c ję  w y m ie n io n y c h  e k s o n ó w  n ie z a 
leżnie o d  siebie [4, 40] .  K o le jn ą ,  w sp ó ln ą  cechą  
o m a w ia n e j  g r u p y  g e n ó w  je s t  o b e c n o ść  I fazy k o d o n u  
p o m ię d z y  sk ra jn y m i e k s o n a m i  s p o ś r ó d  trzech  z e s p o 
łów  ek s o n ó w ,  k o d u ją c y c h  posz cz eg ó ln e  d o m e n y  b ia ł 
k a  rd z e n io w e g o  (H B R , G B R ,  s e lek ty n o w a )  (Ryc. 3). 
D z ię k i  te m u  sk ra jn e  e k s o n y  m o g ą  u legać  z jaw isku  
a l te r n a ty w n e g o  s k ła d a n ia  [4] ,  S y tu a c ja  t a k a  m o ż e  
z a is tn ieć  w genie k o d u ją c y m  b ia łk o  rd ze n io w e  wer-

s ik a n u ,  w k tó r y m  to  se g m en t  G B R - a  d o m e n y  G B R  
częs to  je s t  a l te rn a ty w n ie  sk ła d a n y  z se g m e n te m  G B R -  
-[l [21, 29], W b rew ik a n ie ,  w y s tę p u ją c a  p o m ię d zy  13 
i 14 e k s o n e m  0 faza  k o d o n u ,  u n ie m o ż l iw ia  za is tn ien ie  
w s p o m n ia n e g o  z jaw iska .  O b s z a r  o b e jm u ją c y  k o n ie c  3’ 
nici D N A ,  k o d u ją c y c h  b ia łk o  rd ze n io w e  o m a w ia n y c h  
P G ,  ta k ż e  cechu je  d u że  p o d o b ie ń s tw o .  Sześć e k s o n ó w  
w c h o d z ą c y c h  w sk ład  tej części o m a w ia n e j  g ru p y  
g enów , je s t  id e n ty cz n y ch  p o d  w zg lędem  ilości p a r  
z a sa d  o r a z  faz k o d o n ó w  (Ryc. 3). W y ją tk ie m  tu ta j  jes t  
z n o w u  gen b re w ik a n u .  P o m im o  z a c h o w a n ia  tych 
sa m y c h  faz k o d o n u  (w yłącza jąc  e k s o n  13), s t r u k tu r a  ta  
różn i się ilością  sekw encji  k o d u ją c y c h  o ra z  ilością  p a r  
za sa d  d w ó c h  s k ra jn y c h  e k s o n ó w  o m a w ia n e g o  o b s z a ru  
genu  [4 9 ] .  B rak  j e d n e g o  e k s o n u  w o b sz a rze  k o ń c a  3’ 
genu ,  p o w o d u je  b r a k  j e d n e g o  z d w ó c h  seg m en tó w  
E G F - p o d o b n e g o  w b ia łk u  rd z e n io w y m  b re w ik a n u  
(Ryc. ł i 3). S tąd  —  w genie k o d u ją c y m  b ia łko  
rd z e n io w e  b r e w ik a n u  —  b r a k  jes t  p o k ry c ia  n u m e ru  
e k s o n u  z ilością p a r  z a s a d  o m a w ia n e g o  o b sz a ru  g enu  
w s to s u n k u  d o  inn y c h  g e n ó w  P A K H  (Ryc. 3). D la  
p o z o s ta ły c h  P A K H ,  d w a  p ie rw sze  eksony ,  licząc od  
k o ń c a  5" w s p o m n ia n e g o  o b sz a ru ,  k o d u ją  d w a  se g m e n 
ty E G F - p o d o b n e .  W  ag re k an ie ,  e k s o n y  k o d u ją c e  
w y m ie n io n e  m o d u ły  m o g ą  u legać  p ro ce so w i a l te r 
n a ty w n e g o  s k ła d a n ia  [33],  M oż liw ośc i  tak iej nie m a  
w w e rs ik a n ie  i n e u r o k a n ie  [29, 35], K o le jne  trzy 
e k s o n y  k o ń c a  3’ k o d u ją  se g m en ty  le k ty n o p o d o b n e .  
S e g m e n t  ten  w y s tęp u je  ta k ż e  w se lek ty n ach  i jest
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k o d o w a n y  przez  p o je d y n cz y  ekson ,  k tó r y  w ielkośc ią  
je s t  ró w n y  sum ie  w ielkości trzech  w s p o m n ia n y c h  
ek so n ó w .  W  o s ta tn im ,  szós tym  e k so n ie  k o ń c a  3’ g e n ó w  
k o d u ją c y c h  b ia łk o  rd ze n io w e  P A K H ,  z a p is a n a  jes t  
s t r u k tu r a  se g m e n tu  p o d o b n e g o  d o  b ia łk a  regu lu jącego  
d ope łn iacz .  W s p o m n ia n y  ek s o n  z b u d o w a n y  jest z 186 
pz  i w y k az u je  d u że  p o d o b ie ń s tw o  d o  p ią teg o  ekso n u ,  
w y s tę p u jąc eg o  w P- i E -se le k ty n a c h  [4],

IV. Funkcje PAKH

K a ż d y  z g ru p y  p r o te o g l ik a n ó w  ag re g u jąc y ch  z k w a 
sem  h ia lu r o n o w y m  p o s ia d a  sw oje  c h a ra k te ry s ty c z n e  
miejsce w y s tę p o w a n ia  w o rg an izm ie .  C zęs to  j e d n a k  się 
z d a rza ,  że d a n y  P A K H  w ystępu je  d o d a t k o w o  —  ch o ć  
w m nie jszych  ilośc iach  —  w m ie jscu  ty p o w y m  d la  
inn e g o  P G .  Z w ią z a n e  je s t  to  z t k a n k o w o  specyficzną 
reg u la c ją  ekspres ji  g e n ó w  [4],  D ziś  w ia d o m o ,  że 
P A K H  spe łn ia ją  ro lę  „ p o m o s tu ” p o m ię d z y  o b sz a re m  
p r z y p o w ie rz c h n io w y m  k o m ó r k i  (b o g a ty m  w k w as  
h ia lu ro n o w y )  a  m o le k u ła m i  m ac ie rzy  p o z a k o m ó r k o -  
wej [4],  N a jm n ie j  z r o z u m ia ła  je s t  fu n k c ja  d o m e n y  
c en tra ln e j  P A K H ,  b o w ie m  reg ion  ów  je s t  b a r d z o  
h e te ro g en n y ,  p rzy łą cz a ją cy  p rzy  tym  r ó ż n ą  liczbę 
ł a ń c u c h ó w  g l ik o z o a m in o g l ik a n o w y c h .  W  sk ra jn y c h  
p r z y p a d k a c h  liczba w s p o m n ia n y c h  ła ń c u c h ó w  glika-  
n o w y c h  w a h a  się w g ra n ic a c h  o d  3 (b rew ikan )  d o  100 
i więcej (ag rekan).  Z n a c z n a  ilość u jem n ie  n a ł a d o w a 
nych  ła ń c u c h ó w  g l ik o z o a m in o g l ik a n o w y c h  a g r e k a n u  
p rzy c iąg a  d u ż o  jo n ó w  d o d a tn ic h ,  a w ra z  z n im i w odę  
[24],  W  zw ią zk u  z tym , t k a n k a  w k tó re j  ten  P G  
w ystępu je ,  je s t  silnie n a w o d n io n a  i p o s ia d a  d u ż ą  
e las ty czn o ść  o ra z  o p o r n o ś ć  na  d z ia ła n ie  sił k o m p re sy j -  
nych  [51-53] .  G d y  n a  c h rz ą s tk ę  (gdzie a g r e k a n  w y 
s tępu je  w na jw iększych  ilościach) za d z ia ła  siła ścis
ka jąc a ,  w o d a  p o d le g a  w y p ie ra n iu  sp o m ię d z y  cz ąs 
teczek a g r e k a n u  p o  czym, r ó w n o m ie r n e m u  ro z m ie sz 
czen iu  w o b rę b ie  całej ch rz ąs tk i ,  p rzec iw dz ia ła jąc  
w s p o m n ia n y m  siłom  śc iska jącym  [32, 53-60]. P o d o b 
n ą  ro lę  pełn i w ch rz ąs tc e  o ra z  w śc ian a ch  n aczyń  
k r w io n o ś n y c h  w ers ik a n ,  gdzie w d ru g im  p r z y p a d k u  
ró w n o w a ż y  o n  ciśnienie, w y w o ła n e  sk u rc z e m  m ięśn ia  
se rc o w e g o  [4 ] ,  T k a n k ą  b o g a tą  w w e rs ik a n  je s t  skó ra .  
W y s tę p u je  on  g łów n ie  w  n a s k ó rk u ,  w zd łuż  s tre f  p r o l i 
feracji k e ra ty n o c y tó w .  Z  ko le i w sk ó rze  właściwej, ro lą  
w e r s ik a n u  je s t  w iąz an ie  się z w łó k n a m i  e la s ty n o w y m i
[61],  W  p rze ro s ły ch  b liznach ,  k tó r e  c h a r a k te ry z u ją  się 
z a b u r z o n y m  u k ła d e m  p rz e s t r z e n n y m  w łók ien  k o la g e 
n o w y c h  (w łó k n a  k o la g e n o w e  p rze b ieg a ją  w ie lo k ie ru n 
ko w o )  s tw ie rd z o n o  zw ię k sz o n ą  z a w a r to ś ć  w e rs ik a n u
[62],  S c o t t  i w  s p. [62 ]  suge ru ją ,  że zw ię k sz o n a  
z a w a r to ś ć  w s p o m n ia n e g o  P G  w b l iznach  s k ó rn y c h  
m o ż e  w p ły w ać  n a  p rz e s t r z e n n ą  a ra n ż a c ję  w łók ien  
k o la g en o w y ch .  J e d n a k ż e  w o s ta tn ic h  la ta c h  te m a te m  
w iększośc i p u b l ik a c j i  d o ty c z ą c y c h  w ers ik a n u ,  je s t  jego  
ro la  w u k ła d z ie  n e rw o w y m  i m ó z g u  [38, 63-68], 
I zo fo rm y  V0 i VI z n a le z io n o  w o b rę b ie  o l ig o d e n d -  
ro cy tó w , k o m ó r e k  S c h w a n n a  o ra z  f ib ro b la s tó w  o p o 

no w y ch  [26].  N ie  jes t  j e d n a k  z n a n a  ro la  w e r s ik a n u  
w o d d z ia ły w a n ia c h  z w y m ie n io n y m i k o m ó r k a m i .  W i a 
d o m o  n a to m ia s t ,  że o b e c n o ść  w s p o m n ia n e g o  P G  
w p ły w a  n a  p roces  m ie lin izacji  a k s o n ó w  rd z e n ia  k r ę g o 
w ego  u szczu ra  [26, 69]. W e rs ik a n ,  o d d z ia łu ją c  w s p ó l 
nie z te n asc y n ą ,  h a m u je  p ro ce s  adhezj i  k o m ó r e k  
w u k ła d z ie  n e rw o w y m , co m a  w pływ  n a  ró ż n ic o w a n ie  
się k o m ó r e k  [70].  W szys tk ie  izo fo rm y  w e rs ik a n u  
w y s tę p u ją  ta k że  w o b w o d o w y m  u k ła d z ie  n e rw o w y m ,  
w p rzew ężen iach  R anv ie ra ,  lecz ich ro la  nie z o s ta ła  
p o z n a n a  [71].  R ozw ój sy s tem u  n e rw o w e g o  z w ią z a n y  
jes t  z m ig ra c ją  n e u r o n ó w  o r a z  w z ro s te m  a k s o n ó w ,  co 
b e z p o ś re d n io  jes t  za leżne  od  o d d z ia ły w a ń  k o m ó r k a  
—  k o m ó r k a  o r a z  k o m ó r k a  —  m a c ie rz  p o z a k o m ó r -  
kow a.  Z a  regu lac ję  tych  p ro c e só w  w u k ła d z ie  n e r 
w o w y m  o d p o w ie d z ia ln y  je s t  m iędzy  in n y m i n e u r o k a n  
[25, 72-74] j a k  ró w n ież  te n a s c y n a  i k a d h e ry n y :  w ap -  
n io w o  za le żn a  N - C A M  o r a z  w a p n io w o  n ieza leż n a  
N g -C A M . N e u r o k a n ,  łącząc  się z k a d h e r y n a m i  
N - C A M  i N g - C A M ,  h a m u je  z a r ó w n o  w z ro s t  a k s o n ó w  
[72 ]  ja k  i p ro ce s  adhezj i  n e u r o n ó w  [25, 74], B rak  jes t  
j e d n a k ż e  w l i te ra tu rz e  szczegó łow ych  in fo rm ac ji  d o t y 
czących  b io log icznej roli b re w ik a n u .  N iem n ie j  j e d n a k  
w ia d o m o ,  że P G  ten  o d k r y to  d o ty c h c z a s  ty lk o  w t k a n 
ce ne rw ow ej i p rzyp isu je  m u  się p o d o b n e  zn a cz en ie  co 
n e u r o k a n o w i  [50, 75]. P o m im o  ró żn ic  w b u d o w ie  
i rozm ieszczen iu  t k a n k o w y m ,  g łó w n ą  fu n k c ją  b io 
log iczną  w szys tk ich  P A K H  jest  udz ia ł  w o rg an iz ac j i  
m ac ie rzy  p o z a k o m ó r k o w e j  [4, 24, 26, 48].

V. Podsumowanie

P A K H  są du ży m i cząs tec zk a m i m a c ie rz y  p o z a k o 
m ó rk o w e j ,  z ło żo n y m i z s k ła d n ik a  b ia łk o w e g o  i c u k 
row ego .  O b y d w ie  sk ła d o w e  o d p o w ia d a j ą  za  o d d z ia ły 
w a n ia  p r o te o g l ik a n ó w  z o ta c z a ją c y m i je  cząs teczkam i.  
P A K H  r ó ż n ią  się w ie lkośc ią  b ia łk a  rd z e n io w e g o  o ra z  
ilością i r o d z a ja m i  p rz y łą c z o n y c h  ł a ń c u c h ó w  g l ik o z o a 
m in o g l ik a n o w y c h  i o l ig o s a c h a ry d o w y c h .  J e d n a k  
o p rz y n a leż n o śc i  o m a w ia n y c h  P G  d o  je d n e j  g ru p y  
s ta n o w i p o d o b ie ń s tw o  s t r u k tu r a ln e  N -  i C - k o ń c o w y c h  
d o m e n  b ia łk a  rd z e n io w e g o  a ta k ż e  m o ż l iw o ść  tw o r z e 
n ia  a g r e g a tó w  z k w ase m  h ia lu r o n o w y m .  M n o g o ś ć  
funkcji  j a k ie  p e łn ią  P G  (w w iększośc i z a p e w n e  jeszcze 
nie p o z n a n y c h )  o ra z  s k o m p l ik o w a n a ,  z m ie n n a  b u d o 
wa, czyn ią  je  c ie k a w y m  p r z e d m io te m  b a d a ń  w ielu 
r e n o m o w a n y c h  p la có w ek  n a u k o w y c h  n a  świecie.

A r ty k u ł  o tr zym a n o  22 s ty c zn ia  1998 r.
Z a a k c e p to w a n o  do druku  21 kw ie tn ia  1998 r.
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Apoptoza: nukleaza, kaspazy, cytochrom c* 

Apoptosis: nuclease, caspases, cytochrome c

P I O T R  W I D Ł A K 1

Je d n y m  z „ g o rą c y c h ” te m a tó w  b a d a ń  b io log ii m o le 
k u la rn e j  i b io logii  k o m ó r k i  jes t  w o s ta tn ic h  la ta c h  
a p o p to z a ,  czyli z a p r o g r a m o w a n a  śm ierć  k o m ó rk i .  
A p o p to z a  jest  i n d u k o w a n y m  przez  szereg sy g n a łó w  
p o c h o d z ą c y c h  z inn y c h  k o m ó r e k  (lub ś ro d o w isk a )  
a k ty w n y m  p ro ce sem  m e ta b o l ic z n y m ,  p r o w a d z ą c y m  
d o  u su n ięc ia  z o r g a n iz m u  k o m ó r e k  zb y tecznych ,  s z k o 
d liw ych  lub  u sz k o d z o n y c h .  Z  z a b u r z e n ia m i  a p o p t o z y  
w iąże  się szereg  c h o r ó b  b ę d ą c y c h  w y n ik ie m  a lb o  jej 
zb y t  w ysok iego ,  a lb o  zby t  n isk iego  p o z io m u .  W  p r o c e 
sie a p o p to z y  m o ż n a  w y ró ż n ić  trzy  g łó w n e  e tapy: 
p rzesy łan ie  sygna łu ,  fazę e fe k to ro w ą  (p roces  w sp ó ln y  
d la  ró żn y c h  sy g n a łó w  in ic ju jących  a p o p to z ę ,  d e c y d u 
ją c y  o n ie o d w ra c a ln o śc i  zm ian )  o ra z  z m ia n y  s t r u k 
tu r a ln e  p r o w a d z ą c e  d o  śmierci k o m ó rk i .  W  p iś m ie n 
nic tw ie p o lsk im  o p u b l ik o w a n o  d o  tej p o ry  liczne 
a r ty k u ły  p rz e g lą d o w e  op isu jąc e  p roces  z a p r o g r a m o 
w anej śmierci k o m ó r k i  [m .in . 1-4]. R ok  1997 i p o 
czą tek  ro k u  1998 p rz y n ió s ł  w y jaśn ien ie  w ielu m e c h a n i 
z m ó w  d o ty c z ą c y c h  fazy efek to row e j  i k o ń co w e j  a p o p 
tozy. M iędzy  innym i w y ja ś n io n o  m e c h a n iz m  d z ia ła n ia  
bia łek  ced-9, ced-4  i ced-3  w k o m ó r k a c h  C. elegans , 
o r a z  b ia łek  h o m o lo g ic z n y c h  z k o m ó r e k  ludzk ich .  
O p is a n o  ró w n ież  n u k le a z ę  a k t y w o w a n ą  w tra k c ie  
ap o p to z y .  P o n iż sz a  n o ta  d o ty c zy  tego  w łaśn ie  e ta p u  
b a d a ń  nad  a p o p t o z ą  i je s t  n ie jak o  d o d a t k i e m  d o  
w y cz e rp u jąc y ch  p ra c  p rz e g lą d o w y c h  o p u b l ik o w a n y c h  
wcześniej w Postępach  Biochemii.

J e d n y m  z o r g a n iz m ó w ,  u k tó ry c h  m e c h a n iz m y  a p o 
p to z y  p o z n a n e  są najlepiej je s t  n ic ień C aenorhahd it is  
elegans. S p o ś ró d  k i lk u n a s tu  g e n ó w  C. elegans  b io 
rących  udz ia ł  w regulacji  a p o p o tz y ,  geny  C E D  4, C E D  
3 i C E D  9 w y d a ją  się być n a j is to tn ie jsze  (d w a  p ie rw sze  
są a k ty w a to r a m i ,  a trzeci in h ib i to re m  śmierci)  [5 ] .  
B iałko  ced-3 C. elegans  je s t  k a s p a z ą  (ang. caspase,  
aspartate-specific  proteinase),  p r o te a z ą  c y s te in o w ą  r o z 
szczep ia jącą  ła ń c u c h  p o l ip e p ty d o w y  za  resz tą  a s p a r a 
g in o w ą  z n a jd u ją c ą  się w specyficznym  k o n te k śc ie  reszt 
a m in o k w a s o w y c h .  W  k o m ó r k a c h  lu d z k ich  d o  tej p o ry  
w y k ry to  10 k a s p a z  b io rąc y ch  udz ia ł  w a p o p to z ie  o r a z  
ak tyw acj i  cy tok in .  A k ty w ac ja  k a s p a z  o d b y w a  się w k a s 
kadzie ,  w k tó re j  n ie a k ty w n e  z y m o g e n y  a k ty w o w a n e  są 
na  d r o d z e  o g ran ic zo n e j  p ro teo l izy  przez  inne  k a s p a z y

1 Dr, Zakład Radiobiologii Doświadczalnej i Klinicznej 
Instytut Onkologii, Oddział w Gliwicach Wybrzeże Armii 
Krajowej 15, 44-100 Gliwice

(lub w7 w yn iku  a u to k a ta l iz y ) .  S u b s t r a ta m i  k a s p a z  są 
liczne b ia łk a  c y to p la z m a ty c z n e  i j ą d r o w e  [p rzeg ląd :
6-8]. B iałko  ced-9  C. elegans  je s t  b ia łk iem  b ło n  m ito -  
c h o n d r ia ln y c h ,  a h o m o lo g ic z n e  geny lu d z k ie  n a le ż ą  do  
ro d z in y  p r o to o n k o g e n ó w  hcl-2  [p rzeg ląd :  9]. N a  p o d 
staw ie  d a n y c h  g ene tycznych  z a k ła d a n o ,  że w tra k c ie  
a p o p to z y  b ia łk o  ced-4  jest a k ty w a to r e m  b ia łk a  ced-3. 
n a to m ia s t  b ia łk o  ced-9  h a m u je  ta k ą  a k ty w a c ję  [5],  
P ra c e  o p u b l ik o w a n e  w ub ieg łym  ro k u  po tw ie rd z i ły  
p ra w d z iw o ść  tej h ipo tezy .  S tw ie rd zo n o ,  że b ia łk o  
ced-4  m o ż e  tw o rzy ć  k o m p le k sy  z b ia łk iem  ced-9  (o raz  
z lu d z k im  b ia łk iem  Bcl-xL) lub  z p r e k u r s o re m  k a s p a z y  
ced-3 (o raz  z lu d zk im i k a s p a z a m i  za w ie ra jąc y m i tzw. 
d u ż ą  p r o d o m e n ę ,  m.in. k a s p a z ą -8  i k asp azą-1 ) .  M o ż 
liwe jes t  również, p o w s ta n ie  k o m p le k s u  ced -9 /ced -  
-4 /ced-3 . P o w s ta n ie  k o m p le k s u  ced-4/'ced-3 zm ie n ia  
k o n fo rm a c ję  p r e k u r s o r a  k a s p a z y  (w p roces ie  za le żn y m  
od  A T P )  i u m o ż liw ia  je g o  a u to p ro t e o l i t y c z n ą  a k t y w a 
cję. P roces  ten  je s t  z a h a m o w a n y  jeśli ced -4  z n a jd u je  się 
w k o m p le k s ie  z ced-9  [10 -13]  (Ryc. 1).

L u d z k im i  b ia łk a m i  o największej h o m o lo g i i  z ced-3 
są k a s p a z a -3  i kasp az a -7 ,  W ak ty w a c j i  k a sp a z y -3  b io rą  
udz ia ł  trzy  czynn ik i  c y to p la z m a ty c z n e  n a z w a n e  A paf-  
-1 A paf-2  i A paf-3  (ang.: apop to tic  p ro te a se  actiuating  
fa c to r s )  o r a z  d A T P .  C z y n n ik  Apaf-2  zo s ta ł  z id e n 
ty f ik o w an y  j a k o  c y to c h r o m  c [14],  C z y n n ik  Apaf-1 jes t  
b ia łk iem  w y k a z u ją c y m  h o m o lo g ię  z b ia łk ie m  ced-4  C. 
elegans. B ia łko  Apaf-1 za w ie ra  n a  k o ń c u  N - te rm in a l -  
nym  d o m e n ę  C A R D ,  u m o ż liw ia jąc ą  o d d z ia ły w a n ia  
z innym i k a s p a z a m i  p o s ia d a ją c y m i tzw. d u ż ą  p r o d o 
m enę. B ia łko  Apaf-1 za w ie ra  rów n ież  d o m e n ę  u m o ż 
l iw ia jącą  o d d z ia ły w a n ie  z c y to c h r o m e m  c ( p o w tó rz e 
nie m o ty w u  W D )  o ra z  miejsce w ią z a n ia  d A T P  [15].  
O s ta tn i  z c z y n n ik ó w  a k ty w u ją c y c h  kasp az ę -3 ,  Apaf-3, 
z o s ta ł  z id e n ty f ik o w a n y  j a k o  p r e k u r s o r  kasp az y -9 .  B ia
łk o  Apaf-1 (po u p rz e d n im  zw ią z a n iu  d A T P  i cy to -  
c h r o m u  c) w iąże  się za p o ś re d n ic tw e m  d o m e n  C A R D  
z p r e k u r s o re m  kaspazy -9 .  U tw o rz e n ie  k o m p le k s u  
Apaf-1 z p r e k u r s o re m  k asp az y -9  p r o w a d z i  d o  z m ia n y  
k o n fo rm a c j i  i ak ty w a c j i  k asp az y -9  ( p r a w d o p o d o b n i e  
n a  d r o d z e  au to p ro teo l iz y ) .  N a s tę p n ie  k a s p a z a - 9  a k 
tyw u je  k a sp az ę -3  n a  d r o d z e  o g ra n ic z o n e j  p ro teo l izy  
(z z y m o g e n u  o m as ie  ok. 32 k D  p o w s ta je  a k ty w n y

* Artykuły przeglądowe dotyczące apoptozy publikowane 
były wcześniej w „Postępach Biochemii” (m.in. w numerze
1 rocznika 1998; patrz spis piśmiennictwa)
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Ryc. 1. S chem atyczne  p rzedstaw ien ie  aktyw acji  k aspazy  ced-3 w k o 
m ó rk a c h  nicienia Caenorhahditis elegans , o raz  kaspazy-3  
w k o m ó rk a c h  ludzkich.
D a n e  do tyczące  m e c h a n iz m u  aktyw acji  kaspazy-3  uzyskane 
zos ta ły  w dośw iadczen iach  m odelow ych  w ykorzystu jących  
wyłącznie białka wyizo low ane z. k o m ó rek  ludzkich  (lub 
b ia łka  ludzkie uzy sk an e  techn ikam i imżynicr ii  genetycznej) . 
K sz ta ł t  t rapezu  lub p ro s to k ą t a  m a ją  na  schem acie  n ieak ty w 
ne p rek u rso ry  k a s p a z  (formy ak ty w n e  p rzeds taw ione  są 
w postac i  dimeru).  C y to c h ro m  c; cyt c.

h e te r o d im e r  12 i 20  k D )  [16 ]  (Ryc. 1).
S tw ie rd z o n o ,  że o b e c n o ść  w b łon ie  m i to c h o n d r ia l -  

nej b ia łek  Bcl-2 i B c l-X L h a m u je  wypływ' c y to c h r o m u  
c d o  cy to p laz m y .  U w a ż a  się więc, że w k o m ó r k a c h  
k r ę g o w c ó w  b ia łka  te są in h ib i to ra m i  a p o p to z y  p o 
p rzez  regu lac ję  p o z io m u  c y to c h r o m u  c [17, 18]. W  k o 
m ó r k a c h  ludzk ich  o b e c n y c h  je s t  k i lka  b ia łek  n a le ż ą 
cych d o  ro d z in y  Bcl-2. Część  z nich fu n k c jo n u je  j a k o  
in h ib i to ry  a p o p to z y ,  inne  (np. Bax i Bad) są s ty m u la t o 
ram i p rocesu .  B ia łka  te tw o rz ą  h o m o -  lub h e te ro -  
d im e ry  z lo k a l i z o w a n e  m iędzy  in n y m i w zew nętrzne j  
b łon ie  m i to c h o n d r ia ln e j ;  o losie k o m ó r k i  d ec y d u ją  
p r o p o rc je  o d p o w ie d n ic h  d im e ró w .  W  o b ecn o śc i  n ie 
k tó ry c h  c z y n n ik ó w  w p ły w a ją cy c h  na  w zro s t  k o m ó r k i  
(np. in te r leu k in a -3 ,  a n t y n o w o t w o r o w y  lek taxo l)  b ia ł 
k a  z ro d z in y  Bcl-2 m o g ą  u legać  fosforylacji .  T a k a  
m o d y f ik a c ja  w p ły w a  n a  t r a n s lo k a c ję  u fosfo ry low a-  
n ych  b ia łek  i ich z d o ln o ś ć  tw o rz e n ia  d im e ró w .  P rz y 
k ła d o w o ,  fosfory lacja  b ia łk a  Bad u n ie m o ż l iw ia  tw o 
rzenie d im e ru  z Bcl-xL, a s ty m u lu je  je g o  n a g r o m a d z a 

nie w c y to p la z m ie  w form ie zw iązanej  z b ia łk iem  14-3-3 
[p rzeg ląd :  9. 19]. D im e ry  b ia łek  z ro d z in y  Bcl-2 
p o s ia d a ją  s t r u k tu r ę  a n a lo g ic z n ą  d o  s t r u k tu r y  n ie k tó 
rych b ia łek  tw o rz ą c y c h  k a n a ły  b ło n o w e.  S ugeru je  to, 
że d im e ry  Bcl-2 i Bcl-x, m o g ą  tw o rzy ć  k a n a ły  w z e 
w nę trzne j  b łon ie  m i to c h o n d r ia ln e j  s tab il izu jące  w a 
ru n k i  e le k t ro c h e m ic z n e  w e w n ą t rz  m i to c h o n d r ió w .  H i 
po te tyczn ie ,  d z ia łan ie  k a n a łó w  b ło n o w y c h  tw o r z o 
nych przez B ad  czy Bax m o g ło b y  w p ły w ać  na  z m ia n ę  
ró w n o w a g i  jo n o w e j  w e w n ą t rz  m i to c h o n d r ió w .  P r o w a 
dz i ło b y  to d o  o tw ie ra n ia  k a n a łó w  w w ew nętrzne j  
b łon ie  m ito c h o n d r ia ln e j ,  u t r a ty  p o te n c ja łu  b ło n o w e 
go, z m ia n  o sm o ty c z n y c h  w m a t r ik s  i pęczn ien ia  m i t o 
c h o n d r ió w 7, a  w7 k o n se k w e n c j i  d o  ro z e rw a n ia  b ło n  
m ito c h o n d r ia ln y c h  i u w a ln ia n ia  c y to c h r o m u  c. S tw ie r 
d z o n o ,  że u w a ln ia n ie  c y to c h r o m u  c we w czesnym  
e tap ie  a p o p to z y  o d b y w a  się bez u t r a ty  p o te n c ja łu  
b ło n o w eg o .  W s k a z u je  to, że u w a ln ia n ie  c y to c h r o m u  
c nie je s t  p o p r z e d z o n e  ro z e rw a n ie m  w ew nętrzne j  b ło n y  
m i to c h o n d r ia ln e j  [14, 17, 18]. I n n a  h ip o te z a  d o ty c z ą c a  
roli m i to c h o n d r ió w  w ak ty w a c j i  a p o p to z y  z a k ła d a ,  że 
d im e ry  Bad lub  Bax m og łyby  tw7orzyć  w b łon ie  
m i to c h o n d r ia ln e j  k a n a ły  specyficzne d la  c y to c h r o m u  
c [p rzeg ląd :  20],

O s ta tn io  s tw ie rd z o n o ,  że b ia łk o  Bcl-xL wiąże się 
z k a s p a z a m i  za w ie ra jąc y m i d u ż ą  p r o d o m e n ę  (np. 
k aspaza-9 ) ,  o r a z  z b ia łk iem  Apaf-1. Z w iąz an ie  Bcl-x, 
z Apaf-1 u n ie m o żl iw ia  u tw o rz e n ie  k o m p le k su  Apaf- 
-1 p r e k u r s o r  k asp az y -9  i a k ty w a c ję  k asp az y -9  [21].  
W s k a z u je  to , że ludzk ie  b ia łk a  z ro d z in y  Bcl-2 m o g ą  
h a m o w a ć  a p o p t o z ę  także  p o p rz e z  b ez p o ś red n ie  o d 
d z ia ły w a n ia  z Apaf-1 i k a s p a z a m i.  P o tw ie rd z e n ie m  
takiej h ip o te zy  są p race  w y kazu jące ,  że b ia łk o  Bcl-2 
m oże  h a m o w a ć  a p o p to z ę  w sytuacji ,  gdy w c y to p la z 
mie z n a jd u je  się u w o ln io n y  c y to c h ro m  c [22. 23]. 
Chociaż, reg u la c ja  a p o p to z y  w k o m ó r k a c h  C. elegans  
w y d a je  się być mniej s k o m p l ik o w a n a  niż w k o m ó r k a c h  
ludzk ich ,  m e c h a n iz m y  ak ty w a c j i  b ia łk a  ced-3 i k a s 
pazy-3  są d o ść  zb l iżone  (p a t rz  Ryc. 1). I s to tn ą  ró żn ic ą  
jest to, że a k ty w a c ja  k a s p a z y  ced-3 w k o m ó r k a c h  C. 
elegans  je s t  n ieza leżna  od  c y to c h r o m u  c [13].

J e d n ą  z c h a ra k te ry s ty c z n y c h  zm ia n  s t r u k tu r a ln y c h  
m a ją c y c h  miejsce w k o m ó r c e  pod legające j  a p o p to z ie  
jest f ra g m e n ta c ja  D N A , d a ją c a  w7 trakc ie  ro zd z ia łu  
e le k t ro fo re ty c z n e g o  w y iz o lo w a n e g o  D N A  o b r a z  m o 
n o-  i o l ig o n u k le o s o m ó w  [24],  P rzez  szereg lat t rw a ły  
p o s z u k iw a n ia  nu k le az y  o d p o w ied z ia ln e j  za ten proces.  
W ub ieg łym  ro k u  w k o m ó r k a c h  lu dzk ich  w y k ry to  
b ia łko ,  k tó re  po  w p ro w a d z e n iu  d o  j ą d e r  in d u k o w a ło  
d e g ra d a c ję  D N A . B iałko to, n a z w a n e  D F F  (ang. D N A  

f ra g m e n ta t io n  fa c to r) ,  je s t  h e te ro d im e re m  s k ła d a ją c y m  
się z p o d je d n o s te k  o m a sa c h  40 i 45 k D a .  P o d je d n o s tk a  
D F F 4 5  za w ie ra  dw a  m ie jsca  ro z p o z n a w a n e  przez 
kaspazę-3 ,  a jej p ro te o l iz a  je s t  n ie z b ę d n a  d la  a k ty w a c j i  
b ia łk a  [25].  N a  p o c z ą tk u  r o k u  1998 u k a z a ła  się p ra c a  
w sk az u ją ca ,  że m ysie  b ia łk o  h o m o lo g ic z n e  z D F F  jest 
n u k le a z ą  o d p o w ie d z ia ln ą  za f ra g m en tac ję  D N A  w t r a 
kcie a p o p to z y  [26],  A k ty w n o ść  n u k le o l i ty c z n a  p o 
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tw ie rd z o n a  z o s ta ła  ró w n ież  w p r z y p a d k u  ludzk iego  
D F F .  P o d je d n o s tk ą  k a ta l i ty c z n ą  n u k le a z y  jest 
D F F 4 0 ,  zaś D F F 4 5  je s t  p o d je d n o s tk ą  r e g u la to r o w ą  (w 
fo rm ie  n a ty w n e j  je s t  in h ib i to rem ) .  D F F  jes t  e n d o n u k -  
leazą, k tó r a  p re ferency jn ie  p rze c in a  D N A  p o m ię d z y  
n u k le o s o m a m i  ( D N A  łą czn ikow y)  i g ene ru je  k o ń c e  
z resz tam i fo s fo ra n o w y m i po  s tro n ie  5' i re sz tam i 
h y d ro k sy lo w y m i p o  s t ro n ie  3'. N u k le o l i ty c z n a  a k t y w 
n ość  D F F  nie je s t  za le żn a  od  jo n ó w  w a p n ia  ( d o ty c h 
czas su g e ro w a n o ,  że n u k le az y  a k ty w o w a n e  w a p o p -  
toz ie  za leżne  są od  w a p n ia )  [27].

P ra c e  o p u b l ik o w a n e  w o s ta tn im  czasie, k tó ry c h  
część by ła  p r z e d m io te m  pow yższej  no ty ,  pozw oli ły  n a  
w y jaśn ien ie  m e c h a n iz m ó w  w io d ą c y c h  o d  z m ia n  w mi- 
to c h o n d r i a c h  d o  ak ty w a c j i  k a s p a z  i nuk leaz .  O d k ry c ia  
te w i s to tn y m  s to p n iu  uzupe łn i ły  w iedzę o p rzeb iegu  
fazy efek to row e j i d e g ra d a c j i  s t r u k tu r  k o m ó r k i  w t r a k 
cie ap o p to z y .

A r ty k u ł  o tr zym a n o  26 lutego 1998 r.
Z a a k c e p to w a n o  do druku  25 czerw ca  1998 r.
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G lik o a lk a lo id y  s te ro id o w e  (SG A) są g l ik o z y d o w y m i 
p o c h o d n y m i  s te ro id ó w  z a w ie ra jąc y ch  w cząs teczce  co 
n a jm n ie j  1 a to m  az o tu .  W y s tę p u ją  on e  w licznych 
ro ś l in a ch  na leżących  d o  ro d z in y  Liliaceae  i w ażnej ze 
w zg lędów  g o s p o d a rc z y c h  ro d z in y  Solanaceae.  D o  tej 
o s ta tn ie j  należą  ta k ie  roś l iny  ja k  z iem n iak  (Solanum  
tuberosum ), p o m id o r  (L yco p ers ico n  esculentum),  p a p 
ry k a  (C apsicum  an n u m ) czy b a k ł a ż a n  (Solarium melon-  
g ena ) [1-5] .

S G A  w w y so k ich  s tężen iach  są zw ią z k a m i t ru ją cy m i 
d la  ludz i i zw ie rzą t ,  a ta k ż e  w p ły w a ją  n a  sm ak  
w y k o rz y s ty w a n y c h  w g o s p o d a rc e  ja d a ln y c h  części 
roś lin  [4 ,5].  Z  drugiej  s t ro n y ,  c o ra z  więcej ob se rw ac j i  
w skazu je ,  że zw iązk i te m o g ą  o d g ry w a ć  i s to tn ą  rolę 
w o c h ro n ie  w y tw a rz a ją c y c h  je  roślin  p rzed  s z k o d 
n ik a m i  [4-7] .  Z  o b u  tych  w zg lędów  w y d a je  się i s t o t 
n y m  p o z n a n ie  z a r ó w n o  m e c h a n iz m ó w  ich b io syn tezy

i d e g ra d a c j i  o r a z  regulacji  m e tab o l icz n e j  i genetycznej 
tych  p ro c e só w  ja k  ró w n ież  m e c h a n iz m ó w  ich to k sy c z 
nego  d z ia ła n ia  n a  o rg a n iz m y  żywe.

I. Struktura i występowanie

1-1. Struktura aglikonu

W  sk ład  cząs teczk i S G A  o p r ó c z  ła ń c u c h a  c u k 
ro w e g o  w ch o d z i  a lk a lo id  s te ro id o w y  (ag likon) —  z a 
w ie ra ją c a  a t o m  a z o tu  p o c h o d n a  ch o le s te ro lu  [1-5] .  
W  cząs teczce a lk a lo id ó w  s te ro id o w y c h  o b e c n y c h  w r o 
dz in ie  Solanaceae  w y s tę p u je  c h a ra k te ry s ty c z n y  d la  
w iększośc i  s te ro id ó w  te tracy k l icz n y  u k ła d  1,2-cyklo- 
p e n ta n o p e r h y d r o f e n a n t r e n u  (Rys. 1, p ie rśc ien ie  A -D ) 
o p łask ie j s t r u k tu r z e  (5oc-H, A 5 - 6 ) i kon f igu rac j i  (3 g r u 
py h y d ro k sy lo w e j  p rzy  w ęglu  C-3. P o szc ze g ó ln e  al-

A2 dem isydyna 5 a  H R = H
(2 2 5 ,2  5 5 -5 « -so lan id an in -3 j8 -o l)

A3 leptynidyna A 5 6 R  = O H
(2 2 5 ,2 5 5 -so la n id -5 -e n in -3 j8 ,2 3 /3 -d io l)

A4 leptydyna A 5’6 R = -O -acetyl
(23£f-0 -ace ty lo -2 2 5 ,2 5 .S '-so lan id -5 -en in -3 /3 -o l)

B - szkielet typu spirosolanu

c

HO

A B
3 5

22

E

D

.5-6B, solasodyna 22R, 25R, Â
(2 5 /? -2 2 a /V -sp iro so l-5 -e n in -3 ą -o l)

B2 soladulcydyna 22R, 25R, 5a -H
(2 5 /f -5 a ,2 2 a /V -sp iro so lan iii-3 /3 -o l)

B3 tornatydenol 22S, 25S, A5-6
(2 5 5 -2 2 £ iV -sp iro so l-5 -en in -3 0 -o I)

B4 tomatydyna 22S, 25S, 5a -II
(2 5 5 -5 a ,2 2 ą jv -sp iro so Ia n in -3 ą -o l)

Ryc. 1. T y p y  szkieletów a lka lo idów  s te ro idow ych  
w ys tępu jących  w rodzinie  Solanaceae.
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k a lo id y  s te ro id o w e  m o g ą  ró żn ić  się m iędzy  so b ą  
o b e c n o śc ią  w cząs teczce w iąz ań  p o d w ó jn y c h ,  d o d a t 
k o w y ch  funkcji  t le n o w y ch ,  o d m ie n n ą  k o n f ig u ra c ją  
p rzy  C-22, C-25  o r a z  o b e c n o śc ią  d o d a t k o w y c h  p ie rś 
cieni d o łą c z o n y c h  d o  u k ła d u  s t e r a n o w e g o  [1,2].  Ze 
w zg lędu  n a  b u d o w ę  szk ie le tu  m o ż n a  w y o d rę b n ić  w r o 
dzin ie  S o lan a ce ae  pięć g łó w n y ch  ty p ó w  s t r u k tu r a l 
nych  a lk a lo id ó w  s te ro id o w y c h :
—  ty p  s o la n id a n u  (Ryc. 1 A), w k tó r y m  te tracy k l icz n y  
u k ła d  p ie rśc ien iow y  zw ią za n y  je s t  z d icyk licznym  
u k ła d e m  in d o l iz y d y n o w y m  (pierśc ien ie  E-F). A lk a lo i 
dy  s te ro id o w e  na leżące  d o  tej g r u p y  p o s ia d a ją  k o n 
figurację  205, 2 2 R, 2 5 S. Najczęście j s p o ty k a n y m i  a l 
k a lo id a m i  tego  ty p u  w ro d z in ie  So lanaceae  są so lan i-  
d y n a  (Ryc. 1 A J ,  g łó w n y  a lk a lo id  s te ro id o w y  z iem 
n ia k a ,  5,6 d i h y d r o p o c h o d n a  so la n id y n y  —  d em isydy -

B

n a  (Ryc. 1A2), le p ty n id y n a  (2 3 -h y d ro k sy so la n id y n a ;  
Ryc. 1A3) i l e p ty d y n a  czyli 2 3 -O -a c e ty lo le p ty n id y n a  
(Ryc. 1A 4);

-  ty p  s p i ro so la n u  (Ryc. IB), w k tó ry m  d o  u k ła d u  
te t racy k l icz n eg o  p rzy łą cz o n y  je s t  p ie rśc ień  f u ra n o w y  
(E), z k tó r y m  z w ią z a n y  je s t  p ierśc ień  p ip e ry d y n o w y  (F)
0 kon f igu rac j i  k rzesełkow ej.  P ierścien ie  są p o łą c z o n e  
z so b ą  w ten  sp o só b ,  że p ła szc zy z n a  p ie rśc ien ia  F  jest  
o d c h y lo n a  p o d  k ą t e m  ok. 90 w s to s u n k u  d o  w y p a d 
kowej p łaszczyzny  p ie rśc ien ia  E. D o  a lk a lo id ó w  s te ro i 
d o w y c h  tego  ty p u  za licza  sie s o la so d y n ę  (Ryc. 1 B ,)
1 to m a ty d e n o l  (Ryc. 1B3) ró żn ią ce  się k o n f ig u ra c ją  
p rzy  a to m a c h  w ęgla  C-22  i C-25  ( so la s o d y n a  m a  
k o n f ig u ra c ję  2 2 R  i 2 5 R, a  to m a t id e n o l  2 2 S  i 255’) oraz. 
ich 5 ,6 -d e h y d ro p o c h o d n e :  so la d u lc y d y n ę  (Ryc. 1B2) 
i t o m a ty d y n ę  (Ryc. 1 B4) g łów ny  a lak lo id  s te ro id o w y

czakotrioza R = H  

C

solatrioza R  = H

likotetroza R = H

D

Typ łańcucha cukrowego 

czakotrioza 

czakotrioza 

czakotrioza 

czakotrioza 

czakotrioza 

solatrioza 

solatrioza 

solatrioza 

solatrioza 

solatrioza 

likotetroza 

likotetroza 

komerotetroza

OH
Rodzaj aglikonu (R = ) 

solanidyna 

solasodyna 

tomatydenol 

23-O-acetyloleptynidyna 

leptynidyna 

solanidyna 

solasodyna 

tomatydenol 

23-O-acetyloleptynidyna 

leptynidyna 

tomatydyna 

demisydyna 

demisydyna

Nazwa glikoalkaloidu 

a-czakonina 

a-solamargina 

a-P-solamarina 

a-leptyna 1 

a-leptynina 1 

a-solanina 

a-solasonina 

a-solamarina 

a-leptyna II 

a-leptynina II 

a-tomatyna 

a-demisyna 

a-komersonina
Ryc. 2. G l ik o a lk a lo id y  s te ro idow e w ys tę 

pujące w rodzinie  Solcuuu eae.
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p o m id o r a ;
—  ty p  2 2 ,2 6 -e p im in o c h o le s ta n u ,  d o  k tó re g o  należy  
s o la k o n g e s ty d y n a  (Ryc. 1C) czy e t io l in a  —  m e ta b o l i t  
p o ś re d n i  w b iosyn tez ie  a lk a lo id ó w  s te ro id o w y c h ;

typ 7-ep iminocyklohemike ta lu  do k tórego należy 
alkaloid papryki  —  so l anokapsyna  (Ryc. ID);

-  typ  3 - a m in o s p i r o s ta n u ,  k tó re g o  p rzeds taw ic ie lem  
jest ju r u b id y n a  (Ryc. 1E) [1,5].

1-2. Budowa łańcuchów cukrowych SGA

W  c z ąs tec zk a ch  S G A  s y n te ty z o w a n y c h  przez  r o ś 
liny z ro d z in y  So lanaceae  najczęściej w y s tę p u jąc y m i 
a g l ik o n a m i  są a lk a lo id y  s te ro id o w e  o s t r u k tu r z e  sola- 
n id a n u  i sp i r o s o la n u  [1-5] .  W  tych g l ik o a lk a lo id a c h  
ł a ń c u c h y  cu k ro w e ,  zaw ie ra jąc e  d o  4 reszt m o n o s a c h a -  
r y d o w y c h  zw ią z a n e  są w iąz an iem  (3-glikozydowym 
z g r u p ą  O H  p rzy  C-3 a g l ik o n u  [4.5], W  sk ład  ła ń 

cu c h ó w  c u k ro w y c h  S G A  w c h o d z ą  najczęściej D-glu-  
koza ,  D -g a la k to z a ,  D -k s y lo z a  i L - ra m n o z a ,  p rzy  czym  
c u k ry  szeregu D  p o łą c z o n e  są w iąz an iem  (3-glikozydo
wym , zaś szeregu L 7 -g l ik o z y d o w y m  [5].

N ajczęściej s p o ty k a n y m i  ł a ń c u c h a m i  c u k ro w y m i 
S G A  (Ryc. 2) w ro d z in ie  So lanaceae  są [4,5]:

- c z a k o t r io z a  ( [o c -L - ra m n o p iran o z y lo  (1 -> 2 ) ] - [ a -L -  
- ra m n o p iran o z y lo  (1 ->4)]-[3-D-glukopiranoza; Ryc. 2A)

-  łańcuch  c u k r o w y  w ys tę p u jąc y  m.in. w 7 -cz ak o n i-  
nie. je d n y m  z d w u  g łó w n y ch  S G A  S. tuberosum , a także  
w 7 - so lam arg in ie ,  7-(3-solam arin ie  (w p iśm ienn ic tw ie  
częs to  n az y w an e j  (3-solamariną), 7 - lep tyn ie  I i 7-lep- 
tyn in ie  I:

-  so la tr ioza ( [a -L - ra m n o p ira n o z y lo  (1 -> 2 )]-[a-L -ram - 
n o p i r a n o z y lo  (1 -> 4 ) ] - (3 -D -g a lak to p ira n o za ;  Ryc. 2B)

-  łańcuch  c u k r o w y  w y s tępu jący  m.in. w 7 -so lan in ie ,  
d ru g im  z g łó w n y c h  S G A  S. tuberosum , a ta k że  w 7-so- 
laninie , u -so lam ar in ie ,  7 - lep tyn ie  II czy 7 - lep ty n in ie  II;

a-so lan ina

Ryc. 3. W zory  s t ru k tu ra ln e  a-. (3-, y -czakoniny  i 7.-. (3-, y-solaniny.
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l ik o te t ro z a  ( [ f ł -D -k sy lo p i ra n o z y lo  (1 —>3)]-[|3-D- 
-g lu k o p iran o z y lo  (1 ->2)]-(3-D -g lukop iranozy lo  ( l-> 4 )-  
- [3 -D -g a lak to p ira n o za ;  Ryc. 2C) —  ła ń c u c h  ten  w y
s tę p u je  w a - to m a ty n ie ,  g łó w n y m  S G A  L. eseu len tum  
czy w a -dem isyn ie ;

-  k o m e ro te to z a  ([(3-D-glukopiranozylo (1 —>3)]-[(3-D- 
-g lu k o p iran o z y lo  (1 -> 2 )] -P -D -g lu k o p iran o z y lo  ( l -> 4)-  
- ( ł -D -g a la k to p i r a n o z a ;  Ryc. 2D ) —  ła ń c u c h  ten  w y 
s tę p u je  np. w 2 -k o m erso n in ie .

W  p iśm ienn ic tw ie  przy ję ło  się o k reś la n ie  a -zw iązk i 
d la  n a tu ra ln y c h  g l ik o a lk a lo id ó w  o pe łn y m  ła ń c u c h u  
c u k r o w y m  (tj. za w ie ra jąc y ch  c z ak o -  czy so la tr iozę ,  
l iko -  lu b  k o m e ro te to z ę ) .  S to p n io w e  o d r y w a n ie  p o je 
d y n c z y c h  c u k ró w  p ro w a d z i  d o  p o w s ta w a n ia  p, y-zwią- 
z k ó w  lub  P-, y- i 5 -zw ią zk ó w  w p r z y p a d k u  S G A  
o d p o w ie d n io  z ła ń c u c h e m  c u k r o w y m  tr i s a c h a ry d o -  
w y m  lub  t e t r a s a c h a ry d o w y m  ( p rz y k ła d o w o  s t r u k tu r ę  
a- ,  P j -, P2-, i y -c z a k o n in y  o r a z  a-, P r , P2- i y - so lan in y  
p r z e d s ta w io n o  n a  Ryc. 3).

1-3. Występowanie SGA

C z ę s to  w jedne j  roślin ie  w ys tępu je  p a r a  g l ik o 
a lk a lo id ó w  o w sp ó ln y m  ag l ikon ie ,  a r ó ż n y m  typie 
ł a ń c u c h a  o l ig o s a c h a ry d o w e g o .  W  wielu g a t u n k a c h  
z ro d z in y  So lanaceae  np. w S. tubero sum, S. chacoense  
czy S. andigenum  p a r ę  t a k ą  tw o rz ą  a - s o la n in a  i a -cza -  
k o n in a ,  g l ikozydy  so la n id y n y ,w  k tó ry c h  je s t  o n a  p o 
łą c z o n a  o d p o w ie d n io  z s o la t r io z ą  lub  c z a k o t r io z ą
[8 ] ,  W  p r z y p a d k u  S. tuberosum  s tw ie rd z o n o ,  że s to 
su n e k  a -c z a k o n in y  d o  a - s o la n in y  w ynosi  n a  ogó ł 
ok . 40:60, j e d n a k ż e  m o ż e  on  czasam i w a h a ć  się w za- 
k re ie  od  25:75 d o  60:40 [9 -12],  In n y m i p a r a m i  S G A , 
w k tó r y c h  z a g l ik o n e m  z w ią z a n a  jes t c z a k o -  lub 
s o la t r io z a  są g l ikozydy  s o la so d y n y  —  oc-solam argina 
i a - s o la s o n in a  w y s tę p u jąc e  w S. boerhaavii, S. avicu
lar e, S. chlorocarpum, S. dulcamara', g l ik o z y d y  to- 
m a t id e n o lu  —  oc-P-solamarina i oc-solamarina, k tó ry c h  
o b e c n o ś ć  s tw ie rd z o n o  m.in. w S. dulcamara, S. de- 
m issum  i w S. tuberosum ; g l ik o zy d y  2 3 -O -a c e ty lo -  
le p ty n id y n y  —  oc-leptyna I i a - le p ty n a  II czy g l ik o z y d y  
le p ty n id y n y  —  a - le p ty n in a  I i a - le p ty n in a  II w S. 
chacoense  [5 ,13-17], W  S. dem issum  i S. po lyaden ium  
s tw ie rd z o n o  w y s tę p o w a n ie  a -d e m isy n y  i oo k o m e rso -  
n iny ,  w k tó ry c h  o d p o w ie d n io  ła ń c u c h y  c u k r o w e  ty p u  
l ik o te t ro z y  i k o m o te t r o z y  z w ią za n e  są z d e m is y d y n ą  
[9 ,18] .  N a to m ia s t  w L. eseulentum  s tw ie rd z o n o  w y 
s tę p o w a n ie  j a k o  g łó w n eg o  S G A  jed y n ie  a - to m a ty n y ,  
w k tó re j  z a g l ik o n e m  tj. to m a ty d y n ą  z w ią z a n a  jes t  
l ik o t e t r o z a  [4,19],

S k ład  ja k o ś c io w y  S G A  jes t  n a  ogó ł  id e n ty cz n y  
w całej roślin ie  [5] ,  J e d n a k ż e  np. w S. chacoense  nie 
s tw ie rd z o n o  w b u lw a c h  o b ecn o śc i  lep tyn, w y k r y w a 
n y ch  w liściach, a w S. panicu la tum  nie s tw ie rd z o n o  
w liściach ju r b in y  (m o n o g lu k o z y d u  ju r u b id y n y )  o b e c 
nej w k o rz e n ia c h  [20 ,21],  B a d a n ia  n a d  ro z m ie sz 
c z en iem  S G A  w ró ż n y c h  częściach S. tuberosum  i L.

eseulentum  w ykaza ły ,  że w y s tę p u ją  one  we w szys tk ich  
o r g a n a c h  tych roślin , p rzy  czym  w S. tuberosum  ich 
c a łk o w ita  z a w a r to ś ć  w m g /k g  św. m jest na jw y ż sz a  
w k ie łk ac h  (2750-10000), k w ia ta c h  (3000-5000) i o w o 
cach  (260-1360) a w L. eseulentum  w k w ia ta c h  (1280- 
-1310), liściach (1130-1150) i m a ły ch  n ie d o jrza ły ch  
o w o c a c h  (540-550) [5 .11,22-25], S tw ie rd z o n o  rów nież ,  
że z a w a r to ś ć  S G A  w a k ty w n y c h  m e ta b o l ic z n ie  t k a n 
kach ,  a więc w m ło d y c h  liściach, n ie d o jrza ły ch  o w o 
cach, m ło d y c h  (m ałych) b u lw a c h  jes t  w yższa  n iż  w s t a 
rych liściach, o w o c a c h  czy s ta ry c h  (dużych) b u lw ac h .

W  n ie u sz k o d z o n y c h  b u lw a c h  S. tuberosum  d y s t r y 
b uc ja  S G A  nie je s t  r ó w n o m ie r n a  [11,23,26-30], O k o ło  
8 0 -9 5 %  tych z w ią z k ó w  je s t  z lo k a l iz o w a n e  w 1,5-2 m m  
w ars tw ie  p o d  s k ó rk ą ,  p rzy  czym  w w ars tw ie  tej ich 
s tężenie jest na jw iększe  w o b s z a ra c h  „ o k o ło o c z k o -  
w y c h ” . Je d n o c z e śn ie  z a w a r to ś ć  g l ik o a lk a lo id ó w  sz y b 
ko  m aleje  w k ie ru n k u  w n ę trz a  bulwy. N a to m ia s t  
w7 b u lw a c h  u sz k o d z o n y c h ,  np. m echan iczn ie ,  z a w a r 
tość  S G A  w y ra źn ie  w z ra s ta  w całej bulwie, co p o w o d u 
je, że w w ars tw ie  p o d  s k ó r k ą  jes t z lo k a l iz o w a n e  ty lk o  
ok. 30 -4 0 %  su m y  g l ik o a lk a lo id ó w  [30-32] ,  W p r z y p a 
d k u  L. eseulentum  s tw ie rd z o n o ,  że w czasie d o j r z e w a 
n ia  o w o c ó w  p o c z ą tk o w o  w y so k a  z a w a r to ś ć  a - to m a ty -  
ny u lega k i lk u s e tk r o tn e m u  o b n iż e n iu  (z ok. 550 do
I,76-2,1 m g /k g  św. m) [22,23], P o d o b n e  za jw isk o  
s p a d k u  z a w a r to śc i  g l ik o a lk a lo id ó w  w o w o c a c h  z a o b 
s e rw o w a n o  w S. laciniatum  [34].

Z drugiej  s t ro n y  nie o b se rw u je  się p ra k ty c z n ie  
t r a n s p o r tu  S G A  p o m ię d z y  ró żn y m i częściam i rośliny ,  
co w sk az y w a ło b y ,  że b io sy n tez a  i d e g ra d a c ja  g l ik o 
a lk a lo id ó w  za c h o d z i  „in s i tu" [5],  W e w n ą t r z k o m ó r 
k o w a  loka l izac ja  S G A  nie je s t  z n a n a .W i a d o m o  j e d y 
nie, że zw iązk i te lo k a l iz o w a n o  we frakcji cy to so low ej 
p o d c z a s  ró żn ic o w eg o  w iro w a n ia  h o m o g e n a tu  z roślin  
z ie m n ia k a  i p o m id o r a ,  co  p o z w a la  sądzić, że są one  
m a g a z y n o w a n e  w w a k u o li  [35].

II. Metabolizm SGA

II-I. Biosynteza aglikonu

Ja k  ju ż  w s p o m n ia n o  wyżej, g łó w n e  a lk a lo id y  s te ro i 
d o w e  w y s tę p u jąc e  w ro d z in ie  S o la n a c e a e  m a ją  s t r u k 
tu rę  s o la n id a n u  i sp i ro so la n u .  E fe k ty w n e  w łączan ie  
[ 14C ] m e w a l o n i a n u  d o  o b u  tych ty p ó w  a lk a lo id ó w  
s te ro id o w y c h  w skazu je ,  że p o w s ta ją  on e  na  sz laku  
w sp ó ln y m  d la  t e rp e n o id ó w  ro ś l innych ,  zaś p r z e 
k sz ta łcan ie  się [2 6 ,2 7 -14C ] c y k l o a r t e n o l u  j a k  i 
[2 6 ,2 7 -14C ] la n o s te r o lu ,  p r e k u r s o r ó w  cho les te ro lu ,  
w so la n id y n ę ,  to m a ty d y n ę  czy s o la k a p s y n ę  o d p o w ie d 
n io  w S. chacoense, L. p im pinellifolium  czy S. pseudocap-  
sicum,  w sk az u je  na  m oż liw ość  p o w s ta w a n ia  a lk a lo i 
d ó w  s te ro id o w y c h  ze s te ro li  ro ś l in n y c h  [36,37],  E fek
ty w n e  w łączan ie  [ 4 - 14C ]  c h o le s te ro lu  d o  to m a ty d y n y  
p rzez  L. eseu len tum  i L. pimpinellifolium  czy d o  so lan i-  
d y n y  przez  S. tuberosum  sugeru je ,  że a lk a lo id y  s te ro i 
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d o w e  p o w s ta ją  w  w y n ik u  p rz e k sz ta łc e n ia  ł a ń c u c h a  
b o c z n e g o  cząs teczk i  ch o le s te ro lu  [38 -40 ] .  W y k a z a n o ,  
że d o n o r e m  g r u p y  a m in o w e j  w  syn tez ie  a lk a lo id ó w  
s te ro id o w y c h  w  S. tuberosum  m o ż e  być  g l icyna  lu b  
a la n in a ,  zaś  d la  Veratrum grandif lorum  a r g in in a  
[41 ,42] .  S tw ie rd z o n o ,  że w L. pimpinelli fo lium  2 5 S -5 ol- 
- c h o le s ta n -3 ß ,2 7 -d io l  je s t  p rz e k s z ta łc a n y  w  to m a ty d y -  
nę, za ś  25 .R -5a-cho le s tan -3ß ,26 -d io l  w  so la d u lc y d y n ę
[43 ] .  T s c h e s c h e  w y k az a ł ,  że 2 5 R -2 6 -a m in o c h o le s -  
te ro l  je s t  w y k o rz y s ty w a n y  p rze z  S. du lcam ara  w  b io 
syn tez ie  so la so d y n y ,  co w s k a z y w a ło b y ,  że p r z e k s z ta ł 
ce n ia  w pozyc ji  C -22  m a ją  m ie jsce  d o p ie ro  p o  w p r o w a 
d z e n iu  g r u p y  a m in o w e j  [44 ] .  K  e n  a  k  o n a  p o d s ta w ie  
o b ec n o śc i  w  ro ś l in a c h  Veratrum grandif lorum  d o r m a n -  
t in o lu  (2 2 ,2 6 -d ih y d ro k sy ch o le s te ro l )  i d o r m a n t i n o n u  
(2 2 -k e to -2 6 -h y d ro k sy c h o le s te ro l )  sugeru je ,  że t r a n s a -  
m in a c ja  m a  m ie jsce  d o p ie ro  p o  w p r o w a d z e n iu  t le n o 
w y ch  g r u p  fu n k cy jn y c h  w p ozyc je  C -26  i C -22  [45],  
B r a k  zd o ln o śc i  w y k o rz y s ty w a n ia  1 6 -h y d ro k sy -

-5 a -c h o le s ta n o lu  i 2 2 - k e to - 5 a - c h o le s ta n o lu  j a k o  p r e 
k u r s o r ó w  w  b io sy n tez ie  a lk a lo id ó w  s te ro id o w y c h ,  
w sk az u je  że h y d r o k s y la c ja  w  pozyc ji  C -26  lu b  C-27  
p o p r z e d z a  h y d ro k sy la c je  w  in n y c h  p o z y c ja c h  [7].  
O b s e r w o w a n y  b r a k  m o ż liw o śc i  w y k o rz y s ty w a n ia  
2 2 - k e to - 16 ,2 6 -d ih y d ro k sy c h o le s te ro lu ,  16,22,26- 
- t r ih y d ro k s y c h o le s te ro lu  czy 1 6 -h y d ro k sy -2 6 -a m in o -  
c h o le s te ro lu  j a k o  p r e k u r s o r ó w  w  b io sy n tez ie  s o la so 
dyny ,  so la d u lc y d y n y ,  to m a ty d y n y  czy ta m a ty d e n o lu ,  
j a k  ró w n ież  w y s tę p o w a n ie  w e ra z y n y  i e t io l iny  w r o ś 
l inach  sy n te ty z u ją c y c h  a lk a lo id y  s te ro id o w e  ty p u  so la-  
n id a n u  czy s p i r o s o la n u  w skazu je ,  że h y d r o k s y la c ja  
w pozy j i  C -16  m a  m ie jsce  d o p ie ro  p o  u f o rm o w a n iu  
p ie rśc ien ia  F  [7 ] .

N a  p o d s ta w ie  ty c h  o b se rw ac ji  z a p r o p o n o w a n o  dw ie 
d ro g i  b io sy n tez y  a lk a lo id ó w  s te ro id o w y c h .  Ich  p o d 
s ta w o w ą  ró ż n ic ą  je s t  m o m e n t  w p ro w a d z e n ia  a z o tu  
d o  cząs teczk i s y n te ty z o w a n y c h  a lk a lo id ó w  s te ro id o 
w ych  (Ryc. 4).

Ryc. 4. Hipotetyczne szlaki biosyntezy alkalo
idów steroidowych.
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P ie rw sz a  z n ich ,  k tó re j  a u t o r e m  je s t  T s c h e s c h e  
i w s p  z a k ł a d a  h y d ro k sy la c ję  c h o le s te ro lu  w  pozycji  
C-26, a  n a s tę p n ie  w y m ia n ę  tej g r u p y  n a  g r u p ę  a m i n o 
w ą  w  w y n ik u  czego  p o w s ta je  2 6 -am in o ch o le s te ro l .  
U tle n ie n ie  tej a m in o p o c h o d n e j  ch o le s te ro lu  w pozycji  
C -22  d o  fo rm y  2 2 -h y d ro k sy -  lu b  2 2 - k e to p o c h o d n e j  
p r o w a d z i ło b y  d o  z a m k n ię c ia  p ie rśc ien ia  F  i p o w s ta n ia  
w erazyny ,  a  h y d r o k s y la c ja  w e ra z y n y  w  pozyc ji  C -16  
d o  p o w s ta n ia  e t io liny .  C y k l iza c ja  p ie rśc ien ia  E  p o p r z e 
d z o n a  p rze m ieszc zen iem  w ią z a n ia  p o d w ó jn e g o  i a t o 
m u  w o d o r u  w  cząs teczce  e t io l iny  p r o w a d z i ło b y  do  
p o w s ta n ia  cząs teczk i a lk a lo id u  s te ro id o w e g o  ty p u  
s p i r o s o la n u  [46].

D r u g a  z h ip o te z ,  w y su n ię ta  p rze z  K  a  n  e k  o 
i w  s p ., z a k ł a d a  k o le jn e  h y d ro k sy la c ję  w ła ń c u c h u  
b o c z n y m  c h o le s te ro lu  n a jp ie rw  w  pozyc ji  C-26, a  n a 
s tę p n ie  w  pozyc ji  C -22  z w y tw o rz e n ie m  cząs teczk i 
d o r m a n t in o lu .  Z w ią z e k  ten, w w y n ik u  o d w o d o r o w a -  
n ia  w  pozyc ji  C-22, p rz e k sz ta łc a  się w  d o r m a n t in o n ,  
w  k tó r e g o  cząsteczce, w w y n ik u  t r a n sa m in a c j i ,  n a 
s tę p u je  w y m ia n a  g r u p y  h y d ro k sy lo w e j  w pozyc ji  C-26  
n a  g ru p ę  a m in o w ą .  K o n d e n s a c j a  tej g r u p y  z g r u p ą  
k e t o n o w ą  w pozyc ji  C -22  p r o w a d z i  d o  p o w s ta n ia  
p ie rśc ien ia  F. P o w s ta ją c a  w  ten  s p o s ó b  w e r a z y n a  u lega  
w  w y n ik u  h y d ro k sy la c j i  w pozyc ji  C -16  p r z e k s z ta ł 
cen iu  w  etio linę ,  a  n a s tę p n ie  w w y n ik u  r e d u k c j i  p rzy  
C -22  w  te inem inę ,  k t ó r a  p o  cyklizacji  p ie rśc ien ia  
E  z o s ta je  p r z e k s z ta łc o n a  w a lk a lo id  s te ro id o w y  o s t r u 
k tu r z e  s o la n id a n u  [42].

O b s e r w o w a n a  w  o b e c n o śc i  N A D P E I  h y d r o k s y la c ja  
so la n id y n y  d o  2 3 ß - h y d ro k s y s o la n id y n y  p rze z  p r e p a 
r a t  z frakc ji  m ik r o s o m a ln e j  z S. chacoense  w skazu je ,  że 
w p ro w a d z a n ie  d o d a t k o w y c h  g r u p  h y d ro k s y lo w y c h  
w  a lk a lo id a c h  s t e ry d o w y c h  n a s tę p u je  ju ż  p o  u fo r 
m o w a n i u  d a n e g o  ty p u  szk ie le tu ,  a  je szcze p rz e d  g liko-  
zy lac ją  [47].

II-2. Biosynteza łańcucha cukrowego

B io sy n te z a  ła ń c u c h a  c u k r o w e g o  S G A  je s t  b a r d z o  
s ła b o  p o z n a n a .  O b s e r w o w a n a  b io sy n te z a  a - s o la m a r -  
g iny  i a - s o la s o n in y  p o  p o d a n i u  z n a k o w a n e j  so la so d y -  
ny  r o ś l in o m  S. lac in ia tum  w skazu je ,  że sy n te za  ł a ń 
c u c h a  c u k r o w e g o  S G A  n a s tę p u je  p o  z a k o ń c z e n iu  
b io sy n tez y  a g l ik o n u .  S tw ie rd z o n o  rów nież ,  że su ro w y  
p r e p a r a t  e n z y m a ty c z n y  z liści tej ro ś l in y  p o s ia d a  
z d o ln o ś ć  d o  syn tezy  3 ß -g lu k o z y d u  s o la so d y n y  [48].  
W  1977 r. L a v i n t m a n  i w s p . ,  donieśli ,  że s u ro w y  
p r e p a r a t  e n z y m a ty c z n y  z b u lw  S. tuberosum  g lu k o z y lu -  
je  so la n id y n ę ,  w y k o rz y s tu ją c  U D P - g lu k o z ę  j a k o  d o 
n o r a  resz ty  cu k ro w e j  [49].  P r e p a r a t  ten  w  o b ecn o śc i  
N A D P H ,  s o la n id y n y  i U D P - g lu k o z y  p o s ia d a ł  z d o l 
n o ść  d o  b io sy n tez y  6 ró ż n y c h  g l ik o z y d ó w  so lan id y n y .  
W  o s ta tn ic h  la ta c h  częśc iow o o c z y sz czo n o  z S. tubero 
sum, L. escu len tum  i S. m elongena  g l ik o z y tran s fe ra zy  
specyficzne w o b e c  a g l ik o n u  s te ro id o w e g o ,  o d p o w ie 
d z ia ln e  z a  g likozy lac ję  o d p o w ie d n io  s o la n id y n y ,  to m a -  
t y d y n y  i so la s o d y n y  [50-61] .  I t a k  z frakcji  cy to so low ej

bulw , k ie łk ó w  i liści S. tuberosum  w y iz o lo w a n o  g lu k o -  
zy t ra n s fe ra z ę  U D P - g l u k o z a  : s o la n id y n a  (sy n te ty z u ją 
cą  g lu k o z y d  s o la n id y n y  —  p r e k u r s o r a  w b io syn tez ie  
a -c z a k o n in y ) ,  z liści L. escu len tum  —  g a l a k to z y lo t r a n s -  
ferazę U D P - g a l a k t o z a : t o m a t y d y n a  ( sy n te ty zu ją cą  ga-  
la k to z y d  to m a ty d y n y  —  p r e k u r s o r a  a - to m a ty n y ) ,  
a  z liści S. m elongena  —  g lu k o z y lo t r a n s fe ra z ę  U D P -  
-g lu k o z a  : s o la s o d y n a  (sy n te ty zu ją cą  g lu k o z y d  s o la s o 
d y n y  —  p r e k u r s o r a  a -so la m a rg in y ) .  U d a ło  się ró w n ie ż  
w y iz o lo w a ć  z S. tuberosum  c D N A  k o d u ją c e  g lu k o z y lo 
tra n s fe ra z ę  U D P G  : s o la n id y n a  [62].  R ó w n o c z e śn ie  
s tw ie rd z o n o  o b e c n o ść  w  p r e p a r a t a c h  e n z y m a ty c z n y c h  
z k ie łk ó w  i b u lw  S. tuberosum  g a la k to z y lo t r a n s fe ra z y ,  
k t ó r a  d o  syn tezy  g a la k to z y d u  s o la n id y n y  (y-solaniny), 
p r a w d o p o d o b n e g o  p r e k u r s o r a  w  b io sy n te ie  a - so la n i-  
ny, w y k o rz y s tu je  U D P - g a l a k t o z ę  i so la n id y n ę  [52,55].  
W s k a z u je  to ,  że b io s y n te z a  ł a ń c u c ó w  c u k r o w y c h  S G A  
w y s tę p u ją c y c h  w  S. tuberosum ,  tj. s o la t r io z y  i cz a k o -  
tr iozy ,  je s t  p rz y n a jm n ie j  n a  p o z io m ie  g likozy lac ji  ag l i 
k o n u  k a t a l i z o w a n a  p rze z  ró ż n e  enzym y. W szy s tk ie  
o p is a n e  pow yże j  e n z y m y  m a ją  p o d o b n e  w łaściw ości.  
M a j ą  z b l iż o n ą  m a sę  c z ą s te c z k o w ą  i o p t im u m  p H .  N a  
ich a k ty w n o ś ć  w p ły w a ją ,  w  p o d o b n y  sposób :  j o n y  
m e ta l i  d w u w a r to ś c io w y c h  i zw iązk i che la tu jące ,  U D P ,  
c z y n n ik i  z a w ie ra jąc e  g r u p y  -SH , w y s o k a  siła j o n o w a .  
R ó ż n ią  się o n e  n a t o m ia s t  w y ra źn ie  specyficznośc ią  
s u b s t r a to w ą  w  s to s u n k u  d o  a k c e p t o r a  resz ty  cu k ro w e j ,  
g l ik o z y lu ją c  z n a jw ię k sz ą  sz y b k o śc ią  a g l ik o n  S G A  
c h a r a k te ry s ty c z n e g o  d la  d an e j  rośliny .  W y s tę p o w a n ie  
w ro ś l in a c h  w y tw a rz a ją c y c h  S G A  e n z y m ó w  p r z e n o 
szących  resz ty  c u k r o w e  z o d p o w ie d n ic h  n u k le o ty d o -  
c u k r ó w  n a  ag l ik o n ,  j a k  ró w n ie ż  sy n te za  m o n o -  i di- 
g lu k o z y d u  s o la n id y n y  p rze z  k rą ż k i  i zaw ies inę  k o m ó r 
k o w ą  z b u lw  S. tuberosum  w  o b e c n o śc i  [ 3H ]  so la n id y 
n y  su g e ru ją ,  że ła ń c u c h y  c u k r o w e  S G A  są  sy n te ty z o 
w a n e  w w y n ik u  k o le jn eg o  d o łą c z a n ia  resz t  m o n o -  
s a c h a ry d o w y c h ,  a  nie  w w y n ik u  p rz e n o s z e n ia  n a  
a g l ik o n  w cześniej z s y n te ty z o w a n y c h  ł a ń c u c h ó w  c u k 
ro w y c h  [63].

B a d a n i a  n a d  reg u la c ją  b io sy n te z y  S G A  w k r ą ż k a c h  
z b u lw  S. tuberosum  w yk az a ły ,  że k w a s  abscysow y , 
k w a s  g ib e re l in o w y  czy c h lo r o w o d o r e k  (2 -ch lo roe ty -  
l o j t r im e ty lo a m in y  ( in h ib i to r  b io sy n tez y  g ibere liny)  nie  
w p ły w a ły  n a  p o z io m  S G A  n a g r o m a d z a n y  w k r ą ż k a c h ,  
n a t o m ia s t  n o r b o r n a d ie n ,  w sp ó łz a w o d n ic z y  in h ib i to r  
d z ia ła n ia  e ty lenu ,  p o w o d o w a ł  zw iększen ie  z a w a r to śc i  
S G A  w p o r ó w n a n iu  z k r ą ż k a m i  k o n t r o ln y m i  [64,65].  
I n k u b a c j a  k r ą ż k ó w  w o b e c n o śc i  e ty len u  o r a z  e te fo n u  
(zw iązek  u w a ln ia ją c y  ety len)  p o w o d o w a ła  z a h a m o w a 
nie b io sy n tez y  S G A  [64 ,65].  J a k  w y k a z a ła  B e rgens t-  
r a h le  b r a k  b io sy n te z y  S G A  w o b ec n o śc i  e ty lenu  m o ż e  
w y n ik a ć  z o b n iż e n ia  a k ty w n o ś c i  g lu k o z y tra n s fe ra z y  
U D P - g l u k o z a : so la n id y n a ,  e n z y m u  o d p o w ie d z ia ln e g o  
za  z a p o c z ą tk o w a n ie  b io sy n tez y  ła ń c u c h a  c u k r o w e g o  
a - c z a k o n in y  i ak ty w a c j i  C -24  m e ty lo t r a n s fe ra z y  
S -a d e n o z y n o -L - m e t io n in a  : c y k lo a r te n o l  [65].  W z ro s t  
a k ty w n o ś c i  m e ty lo t r a n s fe ra z y  p o w o d u je ,  p o p rz e z  u s u 
nięcie m e ta b o l i tu  p o ś re d n ie g o  (cy k lo a r ten o lu ) ,  s p a d e k
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sy n te zy  ch o le s te ro lu ,  a  w  dalszej k o le jn o śc i  ró w n ie ż  
so la n id y n y .

II-3. Degradacja SGA

W  p r e p a r a t a c h  e n z y m a ty c z n y c h  z k ie łk ó w  i b u lw  S. 
tuberosum  s tw ie rd z o n o  o b e c n o ś ć  e n z y m ó w  h y d ro l i ty -  
c z n y ch  o  a k ty w n o ś c i  r a m n o z y d a z y ,  g łu k o z y d a z y  i ga-  
la k to z y d a z y  [66 ,67].  E n z y m y  te p o s ia d a j ą  z d o ln o ś ć  d o  
h y d ro l iz y  a - s o la n in y  i a - c z a k o n in y .  W  p ie rw sz y m  
e ta p ie  tej hyd ro lizy ,  n isk o sp ecy f ic zn a  r a m n o z y d a z a ,  
k t ó r a  z o s ta ła  częśc iow o  o cz y sz czo n a  i s c h a r a k te r y z o 
w a n a ,  o d sz c z e p ia  resz tę  r a m n o z y  z a r ó w n o  z a - c z a k o 
n in y  j a k  i a - so la n in y ,  w  w y n ik u  czego  p o w s ta je  
o d p o w ie d n io  (32- c z a k o n in a  lu b  (32-so la n in a  [68 ] .  N a 
s tę p n ie  p 2-c z a k o n in a  je s t  p r z e k s z ta łc a n a  b e z p o ś r e d n io  
d o  so la n id y n y ,  bez  p o w s ta w a n ia  j a k o  p r o d u k t u  p o 
ś re d n ie g o  y -c z ak o n in y ,  n a t o m ia s t  w  p r z y p a d k u  (32- 
- so ła n in y  w  w y n ik u  d z ia ła n ia  g łu k o z y d a z y  p o w s ta je  
y -so lan in a ,  k t ó r a  n a s tę p n ie  je s t  h y d r o l i z o w a n a  d o  
w o lne j  s o la n id y n y  [5 ,67]. J e d n a k ż e  m im o  s tw ie rd z e n ia  
te g o  ty p u  a k ty w n o ś c i  w  p r e p a r a t a c h  e n z y m a ty c z n y c h ,  
a k ty w n o ś ć  ty c h  h y d r o la z  w n ie n a r u s z o n y c h  t k a n k a c h  
m ie r z o n a  p o z io m e m  p r o d u k t ó w  ich  d z ia ła n ia  w y d a je  
się być  b a r d z o  n iska ,  g dyż  w  b u lw a c h  w y k ry to  je d y n ie  
ś lady  (3-, y -zw ią zk ó w  czy s o la n id y n y  [5 ] .  Z  d rug ie j  
s t ro n y ,  w b u lw a c h  p e w n y c h  o d m ia n  S. tuberosum  
s tw ie rd z o n o  o b e c n o ść  z n a c z n y c h  ilości (32-c z a k o n in y  
[11 ,69] .  P rz e k sz ta łc a n ie  się a - c z a k o n in y  d o  (32-czako
n in y  o b s e r w o w a n o  p rzy  p rz e d łu ż a ją c y m  się p r z e c h o 
w y w a n iu  k ie łk u ją cy c h  b u lw  S. tuberosum  [70 ].  W y d a je  
się, że za  tę h y d ro l iz ę  o d p o w ie d z ia ln a  je s t  o d r ę b n a  
specyficzna  r a m n o z y d a z a ,  k tó re j  o b e c n o ś ć  s tw ie rd z o 
n o  w  b u lw a c h  i k w ia t a c h  S. tuberosum  [71 ,72].  E n z y m  
ten, w  p rzec iw ieńs tw ie  d o  wyżej w s p o m n ia n e j  n isk o -  
specyficznej r a m n o z y d a z y ,  n ie  w y k az u je  ża d n e j  a k t y w 
n ośc i  w  s to s u n k u  d o  a -so la n in y .

I n n ą  m o ż l iw o śc ią  d e g ra d a c j i  S G A  m o ż e  być  m e t a 
b o l iz m  a g l ik o n ó w  w y s tę p u ją c y c h  w  cząs teczce  S G A . 
W y d a je  się, że o p is a n y  pow yże j (pkt.  1.3) s p a d e k  
p o z i o m u  a - to m a ty n y  w  o w o c a c h  L. escu len tum  je s t  
w y n ik ie m  d e g r a d o w a n ia  to m a ty d y n y  d o  p re g n e n o lo -  
nu . H e f t m a n  i S c h w i m m e r  w ykaza li ,  że w  p r o 
cesie d o j r z e w a n ia  p o m id o r ó w  z a r ó w n o  [ 14C ] t o m a t y -  
d y n a  j a k  i [ l4 C ] a - t o m a t y n a  je s t  p r z e k s z ta łc a n a  do  
3 |3 -h y d ro k sy -5 a -p re g n -16 -e n -2 0 -o n u  [33 ].

G l ik o a lk a lo id y  s te ro id o w e  b u d z ą  ciągle d u ż e  z a in te 
r e so w a n ie  ze w zg lędu  n a  p rz y p isy w a n e  im  funkcje  
w  o b r o n ie  chem iczne j  p rz e d  p a to g e n a m i  i / lu b  roś-  
l in o ż erca m i,  a  ta k ż e  z p o w o d u  n a  c iek aw e  z p u n k t u  
w id z e n ia  m e d y c y n y  i n a u k i  o żyw ien iu  a k ty w n o ś c i  
b io log iczne:  h em o li ty c z n ą ,  a n ty a c e ty lo c h o l in o e s te ra -  
zo w ą ,  fu n g i to k sy c zn ą ,  a n ty w i ru s o w ą  czy p rze c iw n o -  
w o tw o ro w ą .  W y d a je  się więc, że je s t  k o n ie c z n e  o b o k  
w y ja ś n ie n ia  f iz jo log icznych  funkcji  ty c h  zw iązków , 
ró w n ie ż  w y o d rę b n ie n ie  i szczegó łow e p o z n a n ie  w ła ś 
ciwości k a ta l i ty c z n y c h  i m o le k u la rn y c h  e n z y m ó w  z a 
a n g a ż o w a n y c h  w  ich  b io sy n tez ę  i d e g ra d a c ję  o ra z

m e c h a n iz m ó w  k o n t r o l i  a l ty w n o śc i  ty c h  p ro cesó w . 
P o z w o l i  to  w p e rsp e k ty w ie  w y h o d o w a ć  t ran sg e n ic zn e  
ro ś liny  c h a r a k te ry z u ją c e  się su p re s ją  (lub  n a d e k s p r e -  
sją) o d p o w ie d n ic h  g e n ó w  z w ią z a n y c h  z b io sy n te z ą  
i n a g r o m a d z e n ie m  S G A . O d  su k c e su  tego  ty p u  b a d a ń  
będz ie  za leża ło ,  z je d n e j  s t r o n y  zw iększen ie  o d p o r n o ś c i  
ro ś l in  n a  p a to g e n y  i s z k o d n ik i ,  a  z d rug ie j  w y k o rz y s 
ta n ie  ro ś l in  z a w ie ra jąc y ch  S G A , m ię d zy  in n y m i z ie m 
n ia k a ,  j a k o  w ysok ie j  j a k o ś c i  pożyw ien ia .

A r ty k u ł  o tr zym a n o  4 września  1997 r. 
Z a a k c e p to w a n o  do druku  28 maja  1998 r.
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NOWE W BIOCHEMII
Udział endosomu w transmisji sygnału insulinowego 

Role of the endosome in insuling signaling

M A R T A  B O B E S Z K O 1 
J O L A N T A  B A R A Ń S K A 2

W  k o m ó r k a c h  e u k a r io ty c z n y c h  p rz e k a z y w a n ie  sy g 
n a łu  z e w n ą t r z k o m ó r k o w e g o  o d b y w a  się p o p r z e z  z w ią 
za n ie  l ig a n d a ,  p ie rw o tn e g o  p r z e k a ź n ik a  sy g n a łu ,  ze 
specyficznym  r e c e p to r e m  z n a jd u ją c y m  się n a  p o w ie r z 
c h n i  b ło n y  k o m ó r k o w e j .  D o c h o d z i  w ó w cza s  d o  a k 
tyw ac ji  r e c e p to r a  i p r z e k a z a n ia  w z b u d z e n ia  n a  w tó r n e  
p rz e k a ź n ik i  sy g n a łu  (e lem en ty  „down s tream  signa-  
l ing”). P o ja w ia  się k a s k a d a  s y g n a ło w a  w  cy to p la sm ie ,  
w y z w a la ją c a  specyficzne reakcje .

W  l a ta c h  8 0 - tych  s tw ie rd z o n o ,  że h o r m o n y  p o l ip e p -  
ty d o w e ,  ta k ie  j a k  np. in su l in a  i p r o la k ty n a ,  o ra z  
cz y n n ik i  w zro s tu ,  j a k  np .  n a b ł o n k o w y  cz y n n ik  w z ro s tu  
(E G F ) ,  w ią ż ą  się ze sw o im  re c e p to re m ,  a  n a s tę p n ie  p o  
p r z e k a z a n iu  sy g n a łu  ta k i  k o m p le k s  u lega  e n d o c y to z ie  
[1, 2].  N ajw ięce j  b a d a ń  p r z e p r o w a d z o n o  n a  m o d e la c h  
k o m ó r e k  w ra ż l iw y ch  n a  insu l inę ,  t a k ic h  j a k  ad ip o cy ty ,  
h e p a to c y ty  i k o m ó r k i  m ię śn io w e  [2].

R e c e p to r  in su l in y  (IR) je s t  h e t e r o te t r a m e r y c z n ą  gli- 
k o p r o t e i n ą  z ło ż o n ą  z d w ó c h  p o d je d n o s te k  a  i d w ó c h  
p o d je d n o s te k  fi. Z e w n ą t r z k o m ó r k o w e  p o d je d n o s tk i  
a  w ią ż ą  insulinę ,  a  t r a n s b ło n o w e  p o d je d n o s tk i  fi m a ją  
d o m e n ę  o a k ty w n o ś c i  k in a z y  ty ro z y n o w e j  ( IR K ). P o  
z w ią z a n iu  in su l iny  d o c h o d z i  d o  a u to fo s fo ry lac j i  p o d 
j e d n o s te k  ¡5 n a  r e sz ta c h  ty r o z y n o w y c h  i a k ty w a c j i  
k in a z y  ty ro zy n o w e j ,  a  n a s tę p n ie  p rz y łą c z e n ia  g łó w 
n e g o  c y to p la z m a ty c z n e g o  s u b s t r a tu  r e c e p to r a  in su l i
n o w e g o  —  b ia łk a  IR S-1 .  A k ty w a c ja  tego  b ia łk a  p o w o 
d u je  t ra n sm is ję  sy g n a łu  n a  in n e  b ia łk a  cy to so lo w e ,  
ta k ie  j a k  np. G R B 2 ,  S Y P , P I  3 -K  czy N C K  (Ryc. 1). 
W szy s tk ie  o n e  z a w ie ra ją  d o m e n ę  SH 2, p o p r z e z  k tó r ą  
w ią ż ą  się z b ia łk ie m  IR S -1 .  I c h  a k ty w a c ja  z a p o c z ą t 
k o w u je  ró ż n e  sz lak i  p r z e k a z y w a n ia  in fo rm ac j i  w 
k o m ó rc e ,  w y w o łu ją c  specyficzne o d p o w ie d z i  b io lo g i 
czne  [2 ] .

L ic z b a  r e c e p to r ó w  n a  p o w ie rz c h n i  k o m ó r e k  d o c e lo 
w ych  d la  insu l iny ,  tj. k o m ó r e k  w ą t r o b y ,  t k a n k i  tłusz-

1 Mgr, 2 prof. dr hab., Pracownia Przekaźników Informacji, 
Zakład Neurobiologii Molekularnej i Komórkowej, Instytut 
Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pas
teura 3, 02-093 Warszawa

czowej i m ięśni,  w y n o s i  o k o ło  2 0 0 0 0 0  n a  k o m ó r k ę .  
W  k o m ó r k a c h  w ą t r o b y  s a m a  in su l in a  w iąż ąc  się

insulina

Ryc. 1. Udział endosomu w przekazywaniu sygnału insulinowego 
z czynnego, zaktywowanego receptora (wg Bevan i wsp. 
[4], rycina zmodyfikowana).
Na schemacie pokazano związanie insuliny z tetramerycz- 
nym receptorem (IR) znajdującym się w błonie komórkowej. 
Receptor zawierający w części cytopłazmatycznej kinazę 
tyrozynową, po związaniu insuliny ulega autofosforylacji
1 internalizacji. Internalizacja składa się z etapu: 1) zagęsz
czenia receptorów w zagłębieniu utworzonym przez część 
błony komórkowej opłaszczonej przez białko klatrynę (nie 
pokazana na rysunku) i 2) wnikania pęcherzyków do 
wnętrza komórki. Powstały, nieopłaszczony klatryną en- 
dosom zawiera ufosforylowane podjednostki receptora wy
eksponowane na zewnątrz, podczas gdy insulina znajduje się 
w jego wnętrzu. Zarówno receptory insuliny znajdujące się 
w błonie komórkowej, jak i te w endosomie mają zdolność 
do fosforylacji i aktywacji białka IRS-1. Z białka IRS-1 
następuje przekazanie sygnału na inne białka cytoplaz- 
matyczne, a mianowicie: białko NCK, fosfatazę tyrozynową
2 (SYP), fosfatydyloinozytyło 3-kinazę (PI 3-K) i białko 
GRB2, przez które insulina reguluje ekspresję genów zapo
czątkowując kaskadę kinaz MAP. (Dla jasności obrazu 
białko IRS-1 aktywujące wymienione powyżej białka nary
sowano obok receptora, w istocie jednak białko to nie 
oddysocjowuje od czynnego receptora). Aktywacja IRS-1 
przez receptor zachodzi tak długo, jak długo pozostaje on 
w czynnej, ufosforylowanej formie. Defosforylacja regulują
ca ten proces zachodzi w wyniku działania fosfotazy fos- 
fotyrozynowej (PTP).
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z r e c e p to r a m i  regu lu je  ich liczbę p o w o d u ją c  n a t y c h 
m ia s to w ą  in te rn a l iz ac ję  z a k ty w o w a n y c h ,  u fosfo ry lo -  
w a n y c h  r e c e p to r ó w  w  k o m p le k s ie  ze z w ią z a n ą  in 
suliną. P o  in te rna lizac ji ,  z n a jd u ją c e  się n a  z e w n ą trz  
p o w s ta ły c h  e n d o s o m ó w  p o d je d n o s tk i  (3 r e c e p to r a  u le 
ga ją  defosfory lac ji  w w y n ik u  d z ia ła n ia  specyficznej 
fosfo tazy  fo s fo ty rozynow e j  (P T P ) ,  co p o w o d u je  od-  
szczepienie  insu liny .  In s u l in a  u lega  te ra z  d eg radac j i ,  
a  n ie a k ty w n y ,  n ie u fo s fo ry lo w a n y  r e c e p to r  u lega  b ą d ź  
deg radac j i ,  b ą d ź  w p ro ce s ie  egz o cy to zy  je s t  p r z e n o s z o 
ny  z p o w r o t e m  d o  b ło n y  k o m ó r k o w e j  [2 ] .  D la te g o  też 
u w a ż a n o ,  i t a k i  p o g lą d  w y s tę p u je  w w ielu  p o d r ę c z 
n ik a c h  a k a d e m ic k ic h ,  że p ro ce s  in te rn a l izac j i  służy 
w y łączn ie  d o  d e z a k ty w a c j i  r e c e p to r a  (dow n-regu la tion ) 
i d eg ra d a c j i  z w ią z a n e g o  z r e c e p to re m  l ig a n d a ,  j a k  też 
d o  p o te n c ja ln e g o  u z u p e łn ie n ia  liczby r e c e p to r ó w  n a  
p o w ie rz c h n i  k o m ó r e k  n a  d r o d z e  ich recyklizacji  [2],

J e d n a k  fak t,  że r e c e p to r  w en d o s o m ie ,  p ó k i  nie 
z o s ta n ie  zd e fo sfo ry lo w an y ,  w y s tę p u je  w p o s ta c i  c z y n 
nej suge row ał ,  że być  m o ż e  i w  tych  s t r u k tu r a c h  b ie rze  
o n  u d z ia ł  w  p r z e k a z y w a n iu  sy g n a łu  h o r m o n a ln e g o .  
Były to  j e d n a k  je d y n ie  p rzy p u sz cz en ia .  D o p ie r o  b a d a 
nia , o p u b l ik o w a n e  w  r o k u  1995 p rzez  B e v a n a  
i w s p. [3 ]  w y k a z a ły  p o  r a z  p ierw szy , że r e c e p to r  
in su l in o w y  w e n d o s o m ie  je s t  zd o ln y  d o  t ran sm is j i  
sygna łu ,  ak ty w a c j i  s u b s t r a tu  IRS-1  i w y w o ły w a n ia  
o k reś lone j  o d p o w ie d z i  m e tab o l icz n e j  k o m ó r k i .  W  n i 
n ie jszym  a r ty k u le  p r a g n ie m y  o m ó w ić  te w łaśn ie  b a d a 
nia , o r a z  p rz e d s ta w ić  w yn ik i  b a d a ń  B e v a n a  i w s p .  
[4 ]  o p u b l ik o w a n e  w r o k u  1997. T e  b o w ie m  p race ,  
w ś ró d  w ielu  in n y c h  o s ta tn io  o p u b l ik o w a n y c h  [5-9] ,  
w y d a ją  się n a m  naj is to tn ie jsze .

B a d a n ia  w cześn ie jsze  tej sam ej g r u p y  b a d a c z y  w y k a 
zały, że p o c h o d n e  p e r o k s y w a n a d u  (n a d t le n k i  w an a d u ) ,  
w ty m  a n io n  b ip e ro k s y ( l ,1 0 - fe n a n t ro l in o ) -o k s y w a n a -  
d o w y  (bpV(phen)) ,  z a s tę p u je  d z ia ła n ie  in su l in y  a k 
ty w u ją c  r e c e p to ry  in su l in o w e  i w y w o łu ją c  h ypog like -  
m ię  [10].  B e v a n  i w s p .  [3 ]  w ykaza li ,  że d z ia łan ie  
tego  zw ią z k u  p o d a w a n e g o  sz cz u ro w i w  r ó ż n y m  czasie 
p rz e d  p o d a n i e m  in su l in y  p o le g a  n a  w n ik a n iu  do  
w n ę t rz a  k o m ó r k i  i specyficznym , b e z p o ś r e d n im  h a m o 
w a n iu  fosfa tazy  P T P  zw iązane j  z e n d o s o m a m i  w ą t r o 
by. P o w o d o w a ło  to  p r z e d łu ż o n ą  d o  45 m in . ak ty w a c ję  
r e c e p to r ó w  in su l in o w y c h  w  ty c h  s t r u k tu r a c h .  W  k o 
m ó r k a c h  w ą t r o b y ,  n a w e t  w n ie o b ec n o śc i  insu liny ,  
w y s tę p u je  n isk a ,  b a z a ln a  a k ty w n o ś ć  k in a z y  ty ro z y n o -  
wej r e c e p to r ó w  in su l in o w y ch ,  b ę d ą c a  w y p a d k o w ą  
p ro c e só w  fosforylacji  i defosfory lac ji  [3, 10]. P o d a n ie  
b p V (p h e n )  z a k łó c a  tę h o m e o s ta z ę  i p o w o d u je  w efekcie 
ucz y n n ie n ie  re c e p to ra .

W y jaśn ien ie  n a  cz y m  p o le g a  d z ia ła n ie  bpV (p h e n )  
p o z w o li ło  a u t o r o m  n a  w y k o n a n ie  n iezw yk le  p o m y s 
ło w y ch  d o św ia d c z e ń  [3].  S zczu row i p o d a w a n o  p o w y 
ższy zw iązek  i w  r ó ż n y m  czasie p o  p o d a n i u  u zy s 
k iw a n o  w ą t r o b o w ą  frakc ję  b ło n  p la z m a ty c z n y c h  i e n 
d o s o m ó w .  R e c e p to ry  in su l in o w e  tych  s t r u k tu r  p o 
d d a w a n o  n a s tę p n ie  cz ęśc io w em u  oczyszczeniu .  Z d o l 
n o ść  w ią z a n ia  in su l in y  d o  b ia łk a  re c e p to ro w e g o  m ie 

r z o n o  p o p r z e z  in k u b a c ję  z 125I-in su liną ,  a. m ia r ą  
a k ty w n o ś c i  r e c e p to r ó w  b y ła  ich z d o ln o ś ć  d o  fo s fo ry la 
cji p o d a w a n e g o  e g z o g e n n e g o  s u b s t ra tu .  W y k a z a n o ,  że 
a k ty w a c ja  r e c e p to r ó w  in su l in o w y c h  w e n d o s o m a c h  
za c h o d z i  szybciej i z n a cz n ie  p rze w y ż sza  tę o d p o w i a d a 
ją c ą  b ło n ie  k o m ó r k o w e j .  I ta k ,  a k ty w a c ja  I R K  w e n 
d o s o m a c h  n a s tę p o w a ła  5 m in u t  wcześniej,  a  15 m in u t  
p o  p o d a n i u  sz cz u ro w i b p V (p h e n )  a k ty w n o ś ć  I R K  
w e n d o s o m a c h  i b ło n ie  p la z m a ty c z n e j  w y r a ż o n a  by ła  
s to s u n k ie m  7:1. P o n ie w a ż  u ż y w a n a  w d o ś w ia d c z e 
n ia c h  p o c h o d n a  p e r o k s y w a n a d u  d z ia ła  w y łączn ie  n a  
P T P  z w ią z a n ą  z e n d o s o m a m i  m o ż n a  by ło  za łożyć,  że 
w  ty c h  w a r u n k a c h  d o św ia d c z a ln y c h  ca ła  o b s e r w o w a 
n a  a k ty w n o ś ć  I R K  je s t  p o c h o d z e n ia  e n d o s o m a ln e g o ,  
a  n ie z n a c z n a  a k ty w n o ś ć  z n a jd o w a n a  w b ło n ie  p la z 
m a ty cz n e j  p o c h o d z i  z recyklizacj i  d o  tej b ło n y  a k t y w 
n y c h  e n d o s o m a ln y c h  r e c e p to ró w .  H ip o te z ę  tę s p r a w 
d z o n o  p o d a j ą c  zw ierzęc iu  ko ich icynę ,  a  n a s tę p n ie  
d o p ie ro  bpV (phen ) .  K o lc h ic y n a ,  b ę d ą c  in h ib i to r e m  
b ia łek  cy to szk ie le tu ,  w s t rz y m u je  recykłizację  r e c e p to r a  
z e n d o s o m u  d o  b ło n y  p la zm a ty c zn e j .  I s to tn ie ,  w  tego  
ty p u  d o św ia d c z e n ia c h  o b s e r w o w a n o  w yłączn ie  a k 
tyw ac ję  r e c e p to r ó w  w e n d o s o m a c h .  U z y s k a n o  z a te m  
u n ik a ln y  m o d e l  d o św ia d cz a ln y ,  w  k tó r y m  w w a r u n 
k a c h  in vivo  m o ż n a  by ło  b a d a ć  w łaśc iw ośc i  r e c e p to ró w  
w  e n d o s o m a c h ,  z w y łączen iem  tych  z n a jd u ją c y c h  się 
w b ło n ie  p la z m a ty c z n e j  [3 ] .  W y k a z a n o ,  że w ra z  z ich 
a k ty w a c ją  w c y to so lu  w ą t r o b y  p o ja w ia  się u fosfo ry lo -  
w a n y  s u b s t r a t  r e c e p to r ó w  in su l in o w y ch ,  b ia łk o  IR S-1 ,  
a  także ,  że t r a k to w a n ie  sz cz u ró w  k o lc h ic y n ą  i p o c h o d 
n ą  p e r o k s y w a n a d u  in d u k u je  u tych  zw ie rzą t  h y p o g -  
likemię. B e v a n  i w s p. [3 ]  u d o w o d n i l i  z a te m  w s p o 
só b  n ie b u d z ą c y  w ątp l iw ośc i ,  że a k ty w n e  r e c e p to ry  
in su l in o w e  w e n d o s o m a c h  o d d z ia łu ją  nie  ty lk o  z eg 
z o g e n n y m  lecz i e n d o g e n n y m  su b s t ra te m ,  a więc są  
zd o ln e  d o  p r z e k a z y w a n ia  sy g n a łu  in su l in o w e g o  i w y 
w o ły w a n ia  specyficznej o d p o w ie d z i  b io log icznej.

D a lsze  b a d a n ia  p o tw ie rd z i ły  s łu szn o ść  p o w y ższ y ch  
w n io s k ó w  [4 -9 ] .  N a  u w a g ę  zas ługu je  p r a c a  B e v a n  
i w s p. [4 ] ,  w  k tó re j  b a d a n o  in vivo w p ły w  z w ią z k u  
h a m u ją c e g o  dysoc jac ję  i d e g ra d a c ję  in su l in y  w re c e p 
t o r a c h  e n d o s o m ó w ,  a m ia n o w ic ie  le k u  p rz e c iw m a la ry -  
c znego  —  c h lo ro k w in in y .  L ek  ten  p o d a w a n o  s z c z u ro 
wi p rz e d  p o d a n i e m  insu liny .  Z w ią z e k  ten  nie p o w o d o 
w a ł  ż a d n y c h  w id o c z n y c h  z m ia n  w w ią z a n iu  in su l iny  d o  
r e c e p to r ó w  w y s tę p u ją c y c h  w  b ło n ie  k o m ó r k o w e j ,  nie 
n a s tę p o w a ło  zw iększen ie  ich  fosforylacji ,  czy a k t y w n o 
ści k inazy ,  p o d c z a s  gd y  w e n d o s o m ie  ilość r e c e p to r ó w  
z w ią z a n y c h  z in su l in ą  i a k ty w n o ś ć  k in a z y  ty ro zy n o w e j  
zw ię k sz a ła  się. U  zw ie rzą t  k o n t r o ln y c h ,  k tó r e  o t r z y m y 
w ały  s a m ą  insu l inę ,  5 m in.  p o  jej p o d a n i u  ilość 
r e c e p to r ó w  w  e n d o s o m a c h  w ą t r o b y  p o d w a ja ła  się, 
a  p o  18 m in u t a c h  w ra c a ła  d o  n o rm y .  T a k ż e  w  p o d o b 
n y m  czasie w z r a s ta ła  i w ra c a ła  d o  s t a n u  p o c z ą tk o w e g o  
a k ty w n o ś ć  I R K  w o b e c  eg z o g e n n y c h  s u b s t r a tó w  [4 ] .  
N a le ż y  d o d a ć ,  że p o r ó w n a n ie  a k ty w n o ś c i  I R K  w b ło 
n ie p la z m a ty c z n e j  i e n d o s o m a c h  (w 2 m in u ty  p o  
p o d a n i u  sam ej insu l iny)  w y k a z y w a ło  d u że  p o d o b ie ń s t 
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wo [3]. Kiedy zwierzę dostawało przed insuliną chlo- 
rokwininę, w endosomach wątroby następował wzrost 
ilości receptorów o 31%, oraz zwiększenie aktywności 
kinazy tyrozynowej aż o 96%, w stosunku do wartości 
kontrolnych [4]. Jednocześnie, wraz ze wzrostem 
aktywności endosomalnego IRK obserwowano zwięk
szoną aktywność substratu IRS-1 i pojawienie się 
zwiększonej ilości ufosforylowanych białek w cytosolu 
(down s tream  signaling) [4].

Te wszystkie dane pozwoliły autorom na wysunięcie 
wniosku, że w przypadku receptorów insulinowych 
w wątrobie ich internalizacja i występowanie w postaci 
zagęszczonej w endosomie odgrywa niezwykle ważną 
rolę w procesie przekazywania sygnału [4]. Uważają 
endosom jako istotne miejsce w komórce (wg autorów  
—  centralne), z którego następuje proces przekazywa
nia informacji, najpierw na substrat IRS-1, a potem  
dalej na inne białka sygnałowe (Ryc. 1). Proces ten jest 
regulowany przez związaną z endosomem fosfotazę 
fosfotyrozynową. Należałoby zatem przyjąć, że recep
tor związany z insuliną w błonie plazmatycznej, po 
aktywacji i autofosforylacji kinazy tyrozynowej, prze
kazuje bądź sygnał na substrat znajdujący się w blisko
ści błony, bądź ulega od razu internalizacji i znajdując 
się w endosomie ma możliwość dotarcia do odległych 
od błony plazmatycznej rejonów komórki i inicjowa
nia w nich transdukcji sygnału insulinowego (Ryc. 1). 
Należy dodać, że istnieją poszlaki pozwalające sądzić, 
że podobny proces występuje w przypadku receptorów 
związanych z EGF, o których również wiadomo, że 
ulegają internalizacji [11]. Internalizacji ulega także 
kompleks insulina/receptor w adipocytach i komór
kach mięśni [10].

Bez względu jednak na to jakie rozmiary osiągnie 
wiedza na temat internalizacji receptorów zawierają
cych kinazę tyrozynową, już obecne, podane powyżej 
informacje zmieniają nasz dotychczasowy pogląd na 
mechanizm transmisji sygnału w komórce. Pokazują, 
że nie zawsze błona komórkowa, jako bariera od
graniczająca komórkę od przestrzeni pozakomórko- 
wych, lecz znacznie bardziej skomplikowany mecha
nizm powodujący wnikanie fragmentów tej błony do 
wnętrza komórki może niejednokrotnie odpowiadać 
za szlaki przekazywania informacji i odpowiedź meta
boliczną. Wydaje się bardzo istotne, że mechanizm ten 
pozwala na współdziałanie czynnego receptora z róż
nymi, znacznie nieraz odległymi od błony, kompart- 
mentami komórki.
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SPRAWOZDANIE

M inę ły kolejne dwa lata i w  Szczecinie ponow n ie  spotkali się badacze zainteresowani naukow o 
problematyką m etabolizmu i toksykolog ią  fluoru. W  dniach 2 3 -2 4  kw iatn ia  1998 r. na terenie Pomorskiej 
Akadem ii Medycznej odbyło  się VIII Sympozjum F luorowe pt.

„F luor i b iopierw iastki w  biologii i m edycynie"

Wzorem lat ubiegłych Sympozjum  zostało zorganizowane dzięki w spó łpracy kadry naukow o-dydaktycznej 
Zakładu B iochem ii i Chemii PAM oraz cz łonków  szczecińskich oddzia łów  Polskiego Towarzystwa B io 
chem icznego i podkom isji nauk chem icznych PAN.

W  Sympozjum w zię li udział badacze reprezentujący różne dyscyp liny naukowe i wszystkie większe ośrodki 
akademickie w  Polsce. Obok b iochem ików  prace przedstaw ili lekarze, b iolodzy, chem icy, farmaceuci, roln icy, 
technolodzy, toksykolodzy i specjaliści z zakresu ochrony środow iska. W  czasie obrad w ygłoszono 
5 referatów i 32 streszczenia prac dośw iadczalnych. Prace w  pełnej wersji, wykonane przez 77 autorów , po 
recenzji i korektach, zostały opub likow ane w  ósmej edycji w ydaw n ic tw a  M etabolizm  Fluoru '98, objętego 
patronatem JM  Rektora PAM, w ydanego w  nakładzie 120 egzemplarzy, w  oparciu o środki finansow e 
uzyskane z M in isterstw a Zdrow ia i Opieki Społecznej oraz od firm y Perkin-Elmer. Tematyka opub likow anych 
prac koncentru je się w o kó ł zagadnień określonych tytu łem  Sym pozjum  i w  szczególności dotyczy badań 
w  dziedzinie metabolizmu podstaw ow ego, metabolizmu kości i zębów, enzym ologii, toksyko log ii i analityki 
zw iązków  fluoru. W ydaw n ic tw o  jest dostępne w  bib lio tekach naukowych wszystkich Akadem ii M edycznych, 
większości b ib lio tek uniwersyteckich oraz w  B iblitece Narodowej.

Liczba oraz w ysoki poziom przedstaw ionych prac jest, zdaniem organizatorów , oznaką ciągłego postępu 
w  dziedzinie badań nad metabolizmem i toksykolog ią fluoru  w  Polsce i jednocześnie zw iastunem  następnych, 
rów nie w artośc iow ych, wystąpień tym  razem w  czasie XXIII Św ia tow ej Konferencji M iędzynarodow ego 
Towarzystwa Badań F luorków  (ISFR -  In te rna tiona l Socie ty fo r F luoride Research), która odbędzie się 
w  Szczecinie i Krakowie w  dniach 11— 16 czerwca 2000 r.

W  trakcie obrad podjęta została decyzja o pow ołan iu  Polskiego Towarzystwa F luorowego. Siedziba Zarządu 
w  I kadencji znajdowała się będzie w  Szczecinie.

D r chem. Tadeusz Ogoński 
Przewodniczący szczecińskiego  

oddzia łu PTBioch.

Redakcja inform uje P. T. A u to rów  o m ożliwości zamieszczenia w  artykułach barwnych rycin. 
Jednakże w obec w ysokich cen ich reprodukcji koszty w ykonania  ponoszą autorzy.
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Recenzja książki

Review of a book

Uwagi i refleksje na temat niektórych rozdziałów podręcznika, pt. „D iagnostyka Laborato
ryjna z Elementami Biochemii K lin icznej", pod redakcją: prof. dr hab. A ldony Dembińskiej- 
-Kieć i prof. dr hab. Jerzego W. Naskalskiego, VOLUMED, W rocław, 1998

Na początku bieżącego roku, na rynku księgarskim, po jaw ił się now y podręcznik pod interesującym tytułem  
„D iagnostyka  Laboratoryjna z Elementami Biochem ii K lin icznej” . Duże zapotrzebowanie na nowoczesny 
podręcznik z tej dziedziny m edycyny, budzący zaufanie zespół autorski, w ie lk i autorytet uczelni w  której 
powstał, pom patyczny wstęp, wskazujący na niezwykle w iarygodne i nowoczesne źródła prezentowanej 
w  nim w iedzy oraz ciekawa szata graficzna spraw iły, iż w ym ien ione dzieło (pom im o wysokie j ceny) niemal 
natychm iast znikło z półek księgarskich. Należę do tych, którzy jako pierwsi nabyli wspom nianą książkę 
i zapoznali się z jej treścią. W ie lodyscyp linarny charakter poruszanych tam zagadnień nie pozwala mi na 
kom pleksową ocenę całego podręcznika, dlatego moje uwagi i refleksje koncentrują się niemal wyłącznie 
w o kó ł zagadnień b iochem icznych. Po bezowocnej w ym ianie korespondencji z redaktorami (równocześnie 
w spó łau to ram i), recenzentem i w ydaw cą postanow iłem  podzielić się moim i sm utnym i przemyśleniami 
z czytelnikam i Postępów  B iochem ii.

I. U w agi ogólne. Z przykrością stw ierdzam, iż rozdziały podręcznika pośw ięcone biochem ii klinicznej 
i zagadnieniom  pokrewnym , ob fitu ją  w  liczne, niekiedy wręcz n iew iarygodne błędy merytoryczne i językowe. 
N iektóre z nich urągają elementarnej w iedzy biochem icznej i ogólnolekarskiej. Autorzy posługują się niekiedy 
anachroniczną, często błędną term inolog ią , której student po odbyciu kursu b iochem ii, po prostu nie zna. Nie 
potrafią popraw nie nazwać podstaw ow ych procesów m etabolicznych, g łów nych m etabo litów  i enzymów, 
zdefin iow ać podstaw ow ych pojęć, etc. Podręcznik ten jest źródłem dezinform acji. W prowadza zamęt 
w  g łow ie  czytelnika i n iweczy niemały przecież wysiłek, w łożony w  nauczanie s tudentów  biochem ii, fiz jo log ii, 
pato fiz jo log ii, a nawet przedm iotów  klin icznych. Przyswojenie przez lekarza niektórych (w ym ien ionych  
w  uwagach szczegółowych) e lem entów  tej „w ie d z y ”  zagraża życiu i zdrow iu ludzkiemu.

II. U w agi szczegółow e. Bezmiar b łędów  i wąskie ramy niniejszego opracowania pozwalają mi jedynie na 
w ym ienien ie  szczególnie rażących uchybień, które dyskw alifiku ją  cały podręcznik.

A utorzy utożsamiają ciężar w łaśc iw y z gęstością względną, syntazy z syntetazami, g lukokinazę z g lukozo-6 - 
-fosfatazą, keratynę z kreatyniną, izomery z izoenzymami, w odorow ęg lany z w ęg low odanam i. Przekonują, iż 
w  układzie naczyniowym  krąży surow ica. Uważają osocze za mieszaninę surow icy z fibrynogenem . 
Zapewniają, iż istnieje fosforan kreatyniny, który uczestniczy w  fosforylacji ADP do ATP. Uczą, iż kreatyna 
pow sta jeza rg in iny  lub g licyny. Odłączanie jodu  od horm onów  tarczycowych uważająza dejonizację, a NADH 
za enzym. Adrenalin ie przypisują now y w zór struktura lny (Ryc. 17.4). Rozpad wiązań am idow ych w  g lu tam i
nie nazywają „dezam inacją” . ACTH, n iew ielkiem u peptydow i, złożonemu z 39 reszt am inokw asow ych, 
przypisują masę cząsteczkową 39 kDa. Uważają, iż istnieje enzym o nazwie fruk tozo-1 ,5  difosfataza oraz 
horm ony o nazwie m onojodotyrozyna i d ijodotyrozyna. Twierdzą, iż XIII czynnik krzepnięcia jest trans- 
glutam inazą i przenosi grupę am inow ą g lu tam iny na lizynę. F lawoprote iny uważają za białka hemowe. 
Twierdzą, że po łow a enzym ów i ko fakto rów  cyklu Krebsa zawiera żelazo. Uważają, że istnieje ferrytyna krążąca 
w  nie istniejącej w  organizm ie su row icy krw i. Ferrytyna ta wiąże do 250 atom ów  żelaza, a 1 g żelaza wiąże do 
2500 a tom ów  tego pierw iastka.

Nauczają, iż m iędzynarodowa jednostka enzymatyczna i katal są jednostkam i ilości enzymu, am oniak jest 
produktem  końcow ym  metabolizm u am inokw asów  w  cyklu m ocznikowym , kwasy tłuszczowe są substratami 
w  procesie g lukoneogenezy a mleczan, alanina i g licerol są zapasowymi materiałami energetycznymi.

Uważają insulinę za transporter glukozy. Inform ują, iż w  w yn iku  deam inacji guaniny powstaje hipoksan- 
tyna. Zapewniają, iż jednym  z p roduktów  reakcji aldolazowej jest „tró jfos fo ran  g liceroa ldehydu” . Rozkład 
A M P  ma być dziełem nie istniejącego enzymu 5'nukleozydazy. Przekonują, iż istnieje związek o wzorze H P 0 4 
oraz jon  o wzorze P 0 42. Przedstawiają zupełnie niezrozumiały schemat rozpadu glikogenu do g lukozy + 2
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ADP +  2 H P 0 4 oraz rozpadu g lukozy do 2 cząsteczek mleczanu + 2 H + +  H20  (Ryc. 10.2). Z tej samej ryciny 
uważny czyte ln ik dow ie  się, iż istnieją nukleozydy guanozynow e (sama guanozyna jest nukleozydem ), 
natom iast koenzym A 2, m ioglobina, troponina, tropom iozyna i łańcuch lekki m iozyny są nukleotydam i 
adeninow ym i (Ryc. 10.2). W  w yn iku  rozpadu A M P  i G M P do odpow iedn ich  nukleozydów  uwalnia się 
tajemnicza substancja o wzorze P3. Dow iedzieć się można, iż N M N , pow sta ły z rozpadu N A D +, jest rybozydem 
amidu kwasu n iko tynow ego.

Proponują pom iar aktywności disacharydazy poprzez ocenę ilości zhydro lizow anego enzymu, natom iast 
aktyw ności laktazy poprzez podanie choremu znakowanej (rad ioaktyw nej ?) laktozy i ocenę ilości w ydycha 
nego H 2.

Ryc. 11.11, 11.12 i 11.13, legendy do tych rycin oraz opisy zawarte w  tekście to  zbiór sprzeczności 
i fa łszywych inform acji. N iektóre z nich brzmią wręcz humorystycznie. Oto jedno z nich: „ jo n  w o do row y  jest 
w yda lany z moczem w  postaci w o lne j (ś ladowe ilości, oznaczane jako pH n ich): „ jo n  w odo row y  jest w ydalany 
z moczem w  postaci w o lne j (śladowe ilości, oznaczane jako pH m oczu), w  postaci kwaśności m iareczkowej 
i am oniaku". Z ryciny 11.12 i 11.13 wynika natomiast, iż jony  w odorow e  w ydala ją się w  postaci NaH2P 0 4 
i am onowych. W odorow ęglan po przejściu przez błonę kom órki nabłonka nerkowego ulega przedziwnej 
metamorfozie. Staje się węglow odanem .

Przerażającej in form acji dostarcza opis testu Hama na str. 348. Czytelnik dow iadu je  się, iż pH (k rw i) około  
6,7 to  łagodna kwasica. A  przecież jest to stan głębokie j kwasicy, pH 6,7 to  wartość letalna. Przyswojenie przez 
lekarza tej „w ie d z y " zagraża życiu ludzkiemu.

Opis ciężaru w łaściw ego moczu na str. 226 to  zbiór nonsensownych, wzajem nie sprzecznych inform acji. 
Oby nie tra fił do św iadom ości lekarza i nie wyrządził krzywdy choremu. Jak w yn ika  z rozważań A u to rów  ciężar 
w łaśc iw y moczu zdrow ych ludzi waha się od 1,001 do 1,035 g /m l. Gdyby tę dolną wartość przyjąć za 
prawdziwą, mocz zdrowego człow ieka m iałby ciężar w łaśc iw y niższy od moczu chorego z izostenurią, niższy 
niż ciężar w łaśc iw y odbia łczonego osocza. M ocz p ie rw otny musiałby być nie zagęszczany (jak uczy fiz jo log ia ) 
lecz rozcieńczany. Hum orystycznie brzmi informacja, iż ciężar w łaśc iw y odbia łczonego osocza w ynosi 
1010-1012  g /m l.

Sm utnym i refleksjami napawa moja korespondencja z redaktorami (w spó łautoram i) i w ydawcą. Żadnego 
poczucia w iny. M oje uwagi to  osobista napaść, szczególnie na jednego ze w spó łredakto rów  (i w sp ó ła u to 
rów ). G łów nym  w inow a jcą  jest komputer, chociaż nie jest on w ym ien iany wśród autorów . W iększość 
kontrargum entów  nie zasługuje na polemikę.

III. W nioski. Uważam, iż podręcznik w  jego obecnym kształcie, nie pow in ien być polecany nikom u, jako 
źródło rzetelnej w iedzy. Nie przeczę iż pewne jego fragm enty mogą być w artościow e, ale skąd w iadom o, 
którym  inform acjom  można zaufać? Wyrządza on krzywdę przede wszystkim  nauczycielom akademickim
—  nauczającym biochem ii, których wysiłek dydaktyczny został zm arnotraw iony, n ieśw iadom ym  studentom
—  bezgranicznie ufającym inform acjom  podręcznikow ym  oraz ana litykom -praktykom , którzy nawet nie 
podejrzewają, iż nowoczesny podręcznik w prow adza ich w  błąd i to  w  sprawach fundam entalnych dla ich 
specjalności. Dzieło to  pow inno  być wycofane z b ib lio tek, a nieśw iadom i nabyw cy pow inn i uzyskać zw rot 
kw o ty  wydanej na jego zakup.

Prof. dr hab. n. med. Edw ard B ańkow ski

P.S. Zespół autorski podręcznika kandyduje do nagrody M inistra Zdrow ia i Opieki Społecznej.
Z pewnością ją otrzyma.
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INFORMACJE

BioCentrum Kraków

Badawcze Laboratoria Usługowe 
Uniwersytetu Jagiellońskiego

Szanowni Państwo,

W ychodząc naprzeciw potrzebom krajowego środow iska naukowego oraz biorąc pod uwagę konieczność 
pełniejszego wykorzystania posiadanej nowoczesnej aparatury badawczej Uniwersytet Jagie lloński u tw orzył 
B iocentrum -Kraków . Jednostka ta skupia obecnie sześć laboratoriów  badawczych Instytu tu  B io log ii 
M olekularnej oraz W ydziału Chemii UJ, które podję ły się pełnić funkcje  usługowe oraz szeroko pojęte 
doradztw o m etodyczno-naukow e w  zakresie nauk biom olekularnych obejm ujących biochemię, b io log ię 
i chemię strukturalną, b io log ię  kom órki i genetykę molekularną. Analiza białek i kw asów  nukle inow ych 
stanow i serce nowoczesnych badań b iom olekularnych i dlatego jest szeroko reprezentowana w  naszej ofercie.

Oferujemy nasze usługi w  zakresie:

• chem ii białek (wysokoczułe sekwencjonowanie, analiza am inokwasowa oraz w ysoko
rozdzielcza spektrometria masowa białek i peptydów, elektroforeza i e lektroblot białek do 
sekwencjonowania, przygotowanie map peptydowych na HPLC)

• biochem ii kw asów  nukleinow ych (synteza i sekwencjonowanie DNA)
• technik inżynierii genetycznej (konstrukcje i izolacja plazmidów, przygotowanie map 

restrykcyjnych, ekspresja genów, izolacja RNA i DNA, analiza Southern and Northern 
b io t)

• cytom etrii przepływ ow ej
• m ikroskopii konfokalnej

Ponadto posiadamy w  sprzedaży preparaty wysokooczyszczonych proteinaz i ich b ia łkow ych inh ib ito rów .

Szczegółowe inform acje znajdziecie Państwo w  Internecie na stronach In 
stytu tu  Biologii M olekularnej UJ h ttp ://w w w .m o l.u j.ed u .p l lub udzieli ich:
Doc. dr hab. Adam Dubin, B ioCentrum  Kraków, Instytu t B io log ii M olekularnej UJ, Al. M ickiew icza 3, 31 -120 
Kraków
e-m ail: dubin@ m ol.u j.edu.p l; Fax: ( +  12 )633 -6 907 ; Tel: ( +  1 2 )6 3 4 -1 3 -0 5  w ew . 219

Nasze przedsięwzięcie nie je s t nastaw ione na zysk, ale na zapewnienie c iąg łe j g o to w o śc i do pracy  
posiadanych nowoczesnych przyrządów  badawczych  —  dlatego też nasze ceny są konkurencyjne.

POSTĘPY B I O C H E M I I  4 4 ( 3 ) ,  1998 269http://rcin.org.pl

http://www.mol.uj.edu.pl
mailto:dubin@mol.uj.edu.pl


Krajowa Nagroda Naukowa  
z Zakresu Genetyki Roślin 
im. Stefana Barbackiego

Rada Naukowa Instytutu Genetyki Roślin PAN w  Poznaniu ustanowiła Krajową 
Nagrodę Naukową z Zakresu Genetyki Roślin im. Stefana Barbackiego.

Ideą nagrody jest wyróżnianie m łodych naukow ców  zajmujących się genetyką 
roślin i prom owanie osiągnięć będących rezultatem badań prowadzonych w  w a 
runkach krajowych laboratoriów.

Nagroda przyznawana jest od 1 994 roku corocznie, przez Kapitułę Nagrody, za 
oryginalne prace badawcze udokum entowane publikacją w  krajowym lub za
granicznym czasopiśmie w  okresie ostatnich trzech lat, dotychczas nienagradzane.

W  roku 1998 Kapituła przyznała: 
nagrodę I stopnia — dr ANNIE CHACHULSKIEJ
(Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa) za „Twórczy  
wkład w  wirusologię molekularną roślin".

Sponsorami funduszu nagród byli: Instytut H odow li i Aklim atyzacji Roślin 
-  Radzików, Hodowla Roślin „D a n ko " -  Choryń, Poznańska Hodowla Roślin Sp. 
z o.o. -  Tulce k/Poznania oraz Krakowska Hodowla i Nasiennictwo Ogrodnicze 
„P o la n " Sp. z o.o. -  Kraków.
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X

Pokwitowanie dla wpłacającego 

zł ..........................................................

Odcinek dla posiadacza rachunku

zł ..........................................................

Odcinek dla poczty lub banku

zł ..........................................................

słownie ..............................................

P
słownie ............................................. słownie .............................................

wpłacający ........................................

...................................................................................................

wpłacający ........................................ wpłacający ........................................

imię, nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowym imię, nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowym imię, nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowym

na rachunek na rachunek na rachunek

Polskie T ow arzystw o  B iochem iczne Polskie T ow arzystw o  B iochem iczne Polskie T ow arzys tw o  B iochem iczne
02-093 W arszawa, ul. Pasteura 3 02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3 02-093 W arszawa, ul. Pasteura 3
PBK S.A. X I I I /0  W arszawa PBK S.A. X II I /0  W arszawa PBK S.A. X II I /0  W arszawa
1 1 1 0 1 0 5 3 -1 2 2 5 -2 7 2 0 -3 -3 0  1 1 1 0 1 0 5 3 -1 2 2 5 -2 7 2 0 -3 -3 0  1 1 1 0 1 0 5 3 -1 2 2 5 -2 7 2 0 -3 -3 0

stem pel stem pel stem pel
Pobrano opłatę Pobrano opłatę Pobrano opłatę

z ł ................ z ł ............... z ł ................
podpis przyjmującego podpis przyjmującego podpis przyjmującego

---------------------------- X

Pokwitowanie dla wpłacającego Odcinek dla posiadacza rachunku Odcinek dla poczty lub banku

zł ............................... zł ............................... zł ...............................

słownie ..................... słownie słownie .....................

...........................................................

wpłacający ................ wpłacający ................ wpłacający ...............

imię, nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowym imię, nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowym imię, nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowym

na rachunek

Polskie T ow arzystw o  B iochem iczne 
02-093 W arszawa, ul. Pasteura 3 
PKO BP V Ill/O  W arszawa 
1 0 2 0 1 0 8 4 -1 7 9 1 -2 7 0 -2 0 1 -1 1 1

na rachunek

Polskie T ow arzystw o  B iochem iczne 
02-093 W arszawa, ul. Pasteura 3
PKO BP V IIl/O  W arszawa 
1 0 2 0 1 0 8 4 -1 7 9 1 -2 7 0 -2 0 1 -1 1 1

na rachunek

Polskie T ow arzystw o  B iochem iczne 
02-093 W arszawa, ul. Pasteura 3 
PKO BP V Ill/O  W arszawa 
1 0 2 0 1 0 8 4 -1 7 9 1 -2 7 0 -2 0 1  -111

stempel stem pel stem pel
Pobrano opłatę Pobrano opłatę Pobrano opłatę

z ł ................ z ł ................ z ł ......................
Podpis przyjmującego podpis przyjmującego podpis przyjmującego
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Prenumerata POSTĘPÓW 
BIO CHEM II rok 1998 
dla nie zrzeszonych w  PTBioch 30 zł 
dla cz łonków  PTBioch 15 zł
dla instytucji 60 zł

Składka P.T.Bioch. 
za rok 1998 20,—  zł
studenci 7,—  zł
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Wskazówki 
dla autorów

W ydaw any przez Polskie T ow arzys tw o  B iochem iczne kw a r
ta ln ik  „P o s tę py  B io ch e m ii"  p u b liku je  prace p rzeg lądow e om a
w ia jące  bieżące osiągn ięcia, koncepcje  i k ie runki badaw cze 
w  dziedzin ie  b iochem ii i nauk pokrew nych ; p u b liku je  też no ty  
z h is to rii b iochem ii, zasady po lsk iego  s ło w n ic tw a  b io ch e m i
cznego, recenzje nadesłanych książek oraz spraw ozdania  ze 
z jazdów , kon ferencji i szkół, w  któ rych  b iorą  udzia ł cz łonkow ie  
T ow arzystw a.

Prace przeznaczone do pub likac ji w  „P os tępach  B io ch e m ii"  
m ogą m ieć charakter a rtyku łó w  m onogra ficznych  (do  20 stron 
tekstu licząc p iśm ie nn ic tw o  i tabe le), m in irev iew s (do  10 stron 
teks tu ), oraz k ró tk ich  no t o na jnow szych  os iągn ięc iach i p o 
g lądach (do  5 stron tekstu ).

A u to rzy  artyku łu  odpow iada ją  za p ra w id łow o ść  i ścis łość p o d a 
w anych  in fo rm acji oraz popraw ność cy tow an ia  p iśm ienn ic tw a . 
U jęcie prac w in n o  być synte tyczne, a przedstaw ione  zagadnienie 
z ilus trow ane  za pom ocą tabel, rycin , (w ykresy, schem aty, reak
c je ), w zo ró w  i fo to g ra fii.

W skazany jest podzia ł a rtyku łó w  m onogra ficznych  na rozdzia ły 
i podrozdzia ły, k tó rych  rzeczowe ty tu ły  tw orzą  spis treści. Z g o d 
nie z przyjętą konw enc ją  rozdzia ły noszą cy fry  rzymskie, p od roz
dzia ły  o d p o w ie d n io  rzymskie i arabskie np. 1-1, I-2 . P opraw ność 
log iczna i s ty lis tyczna tekstu w a runku je  jego  jednoznaczność 
i czyte lność. A u to rzy  przeto w in n i un ikać składni obco języczne j, 
gw a ry  labora to ry jne j, a także ograniczać s tosow an ie  doraźnie 
tw o rzo n ych  skró tów , naw et jeżeli byw a ją  używ ane w  pracach 
specja lis tycznych. Każda z nadesłanych do Redakcji prac podlega 
ocenie spec ja lis tów  i op racow an iu  redakcyjnem u. Redakcja 
zastrzega sobie m oż liw ość  skrócenia tekstu  i w p row adzen ie  
zm ian nie w p ływ a ją cych  na treść pracy, deklaru je  też g o tow ość  
konsu ltow an ia  tekstu z A u to ram i.

Przekazanie a rtyku łu  do redakcji jest rów noznaczne z o ś w ia d 
czeniem, że nadesłana praca nie była i nie będzie pub likow ana  
w  innym  czasopiśm ie, jeżeli zostanie og łoszona w  „P ostępach  
B io ch e m ii" . W  przypadku, gdy  A u to r(zy ) zamierza (ją ) w łączyć 
do sw ego a rtyku łu  ilustracje pub liko w a ne  przez a u to ró w  prac 
cy tow anych , należy uzyskać i przekazać nam o d p ow ie dn ią  zgodę 
na przedruk.

Redakcja prosi A utorów  o przestrzeganie następujących 
wskazówek szczegółowych:

TEKST: M aszynopis p o w in ie n  być napisany jednos tronn ie  
czc ionką w ie lkośc i s tandartow e j, z po d w ó jn ą  in te rlin ią , z lew ym  
m arginesem  ok. 4 cm.
W tekście nie należy s tosow ać żadnych podkreśleń, ani roz
strzelonego d ruku. Ew entualne sugestie co do charakteru czc io n 
ki drukarskie j m ogą A u to rzy  zaznaczyć o łó w k ie m  na m arginesach 
m aszynopisu. W  przypadku s tosow ania  w  tekście lite r a lfabetu 
greckiego trzeba na m arginesie w p isać o łó w k ie m  ich fonetyczne 
brzm ienie.

Strona in fo rm acyjna m aszynopisu jest n ienum erow ana, za
w iera im iona i nazw isko (a) autora (ó w ), nazwy, adresy wraz 
z numerem  te le fonu  zakładów  (w  języku po lskim  i ang ie lsk im ), 
w  któ rych  pracują autorzy, adres do  korespondencji, nr te le fonu

i ew en tua ln ie  fax, adresy p ryw atne  au to rów , ty tu ł a rtyku łu  
w  języku po lskim  i ang ie lskim  oraz —  w  praw ym  do lnym  rogu 
—  liczbę tabel, rycin, w zo ró w  i fo to g ra fii oraz skrót ty tu łu  pracy 
(do  25 znaków ).

Strona 1 (tytu łow a)*zawiera im iona i nazw iska au to rów , ty tu ł 
pracy w  języku po lskim  i ang ie lskim , rzeczow y spis treści też 
w  obu językach, ty tu ł naukow y każdego z a u to ró w  i ich m iejsce 
pracy z adresem pocz tow ym  oraz w ykaz stosow anych  skró tów . 
Kolejno numerowane dalsze strony obe jm u ją  tekst pracy, 
p iśm ienn ic tw o , tabele, podp isy  i ob jaśn ienia  rycin, w zo ró w  
i fo to g ra fii.

PIŚMIENNICTW O: W ykaz p iśm ienn ic tw a  obe jm uje  prace 
w  ko le jności ich cy tow an ia  w  tekście, zaznacza się je liczbam i 
porządkow ym i u ję tym i w  naw iasy kw adra tow e , np. [3 ,7 ,9 — 2 6 ]. 
O dnośn ik i b ib liog ra ficzne  w in n y  m ieć now ą  uproszczoną formę. 
Sposób cy tow an ia  czasopism  (1 ), m onogra fii (2 ), rozdzia łów  
z książek je d n o to m o w ych  (3 ), rozdz ia łów  z to m ó w  serii o p raco 
wanej przez tych  samych redakto rów  (4 ), rozdzia łów  z to m ó w  
serii op racow anych  przez różnych redakto rów  (5 ) wskazują 
poniże j podane przykłady:

1. H ildenb rand t GR, A ronson NN (1 9 8 0 ) B ioch im  B iophys 
Acta  631 : 4 9 9 -5 0 2

2. B ostock CJ, Sum ner AT  (19 7 8 ) The Eukaryotic C hrom o
some, Elsevier, N o r th -Holand, Am sterdam

3. N orberth  T, P iscator M (1 9 7 9 ) W: Friberg L, Nordberg GF, 
Von VB (red) H andbook on the T ox ico lo g y  o f Metals. 
Elsevier, N o rth -H o lla n d , Am sterdam , str. 5 4 1 -5 5 3

4. Delej J , Kesters K (19 7 5 ) W: F lorkin M , S totz EH (red) 
C om prehensive B iochem istry  t 29B. Elsevier, N o r th -H o l
land Am sterdam , str. 1 -77

5. Franks NP, Lieb W R (19 8 1 ) W: K n igh t CG (red) Research 
M onographs in Cell and Tissue P hysio logy, t  7. Elsevier, 
N o rth -H o lla n d , Am sterdam , str. 2 4 3 -2 7 2

ILUSTRACJE: R yciny w in n y  być g o to w e  do reprodukcji. F o to 
grafie czarno-b ia łe  (kon tra s tow e ), p o w in n y  być w ykonane  na 
papierze m atow ym . Po porozum ien iu  z Redakcją można p ro p o 
now ać reprodukcję  fo to g ra fii barw nych. Pozostałe ryc iny  należy 
w ykonać  tuszem na b ia łym  papierze lub  kalce techniczne j. 
W skazane jest, aby ryc iny  by ły  d w u k ro tn ie  w iększe od przyszłej 
reprodukcji, tj. w  skali 2 : 1 .  C yfry i lite ry  służące do opisu rysunku 
p o w in n y  m ieć w ysokość nie m niejszą niż 5 mm. Na rysunkach nie 
należy umieszczać o p isó w  s łow nych , lecz pos ług iw ać  się skró ta 
mi. Osie w ykresów  w in n y  być opatrzone napisem ła tw o  z ro 
zum iałym . Decyzję o s topn iu  zm niejszenia ryc iny  podejm uje  
w ydaw ca . Ilustracji nie należy w łączać w  tekst m aszynopisu, lecz 
o d p o w ie d n io  ponum erow ać: tabele i ryc iny  noszą cyfry  arabskie, 
w zory  zaś rzymskie. Na m arginesie tekstu należy zaznaczyć 
o łów k iem  pre ferow ane m iejsce umieszczenia tabeli, ryc iny czy 
w zoru. Tabele o d p o w ie d n io  porub rykow ane , w in n y  być o p a t
rzone jednoznacznym  ty tu łem  i ew en tua ln ie  także n iezbędnym i 
ob jaśn ieniam i. S łow ne  ob jaśn ienia  znaków  gra ficznych  można 
um ieścić w  podpis ie  pod ryciną, rysunkow e zaś jedyn ie  na 
planszy ryciny. T y tu ły  i ob jaśn ienia  rycin sporządza się w  postaci 
oddzie lnego wykazu. Ilustracje należy podpisać nazw iskiem  
p ierw szego z a u to ró w  i p ierw szym  s łow em  ty tu łu  pracy oraz 
oznaczyć „g ó ra -d ó ł"  (o łów k iem , na o d w ro c ie ). Ze w zg lędu  na 
w ew nę trzną  spo istość artyku łu  wskazane jest konstruow an ie  
o ryg ina lnych  rycin i zb iorczych tabel na podstaw ie  danych 
z p iśm ienn ic tw a.

M aszynopis i załączniki (w  dw u  egzem plarzach), w łaśc iw ie  
zabezpieczone przed uszkodzeniem  w  czasie transportu , należy 
przesłać na adres:

Redakcja kw arta ln ika  „P o s tę py  B io ch e m ii"
Polskie T ow arzys tw o  B iochem iczne 
ul. Pasteura 3,
0 2 -0 9 3  W arszawa

http://rcin.org.pl
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